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ABSTRAKT  
Baktérie mliečneho kvasenia sa prirodzene vyskytujú v gastrointektinálnom trakte človeka. 
Medzi najvýznamnejšie patria rody Lactobacillus a Bifidobacterium, ktoré obsahujú rad 
probiotických druhov. Probiotické druhy tvoria  súčasť doplnkov stravy. Na presnú a rýchlu 
identifikáciu tohto rodu a jeho druhov sa vyuţívajú DNA amplifikačné metódy. Cieľom tejto 
práce bola izolácia a purifikácia DNA z vybraných doplnkov stravy pomocou magnetického 
nosiča P(HEMA-co-GMA), pokrytého karboxylovými skupinami, v prítomnosti PEG 6000 
(16%) a NaCl (2 M) (konečné koncentrácie). Na izoláciu boli pouţité hrubé lyzáty buniek. Zo 
4 doplnkov stravy bol pripravený hrubý lyzát buniek pomocou lyzozýmu, SDS 
a proteinázy K. Bola uskutočnená optimalizácia mnoţstva pridaného lyzozýmu: 6, 9, 10, 15, 
20 a 25 mg/ml). Koncentrácia DNA vo vzorkách bola zmeraná spektrofotometricky. 
Izolovaná DNA bola pouţitá ako matrica pre PCR, a to pre PCR s univerzálnymi primermi 
(veľkosť PCR produktu: 466 bp), rodovo špecifickú PCR pre rod Lactobacillus, rod 
Bifidobacterium a druhovo špecifické PCR pre druh Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 
acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, pre skupinu Lactobacillus 
casei/paracasei, pre druh Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum, 
Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium infantis. Amplifikované PCR produkty boli 
preukázané pomocou gélovej agarózovej elektroforézy. Výsledky boli porovnané s údajmi 





Lactic acid bacteria are natural habitants of human gastrointectinal tract. Among the most 
important are bacteria of genus Lactobacillus and genus Bifidobacterium that contain a lot of 
probiotic species. Probiotic species are used as food supplements.  This work was focused on 
DNA separation from crude cell lysates of 4 food supplements using magnetic carrier 
P(HEMA-co-GMA) covered by carboxyl groups. DNA was reversible adsorbed to the carriers 
in the presence of PEG 6000 (16%) and NaCl (2 M) (final concentrations) and eluted into TE 
buffer. Lysis of cells from food supplements was performed by lysozyme, SDS and proteinase 
K. The amount of lysozyme was optimalized. Concentration of separated DNA was measured 
by spectrophotometric method. The amount of isolated DNA was suitable for PCR. Isolated 
DNA was used for PCR with universal primers,  PCR specific for genus Lactobacillus and 
genus Bifidobacterium and for 9 different species-specific PCRs: Lactobacillus rhamnosus, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus 
casei/paracasei, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium 
bifidum and Bifidobacterium infantis. Amplicons were detected by agarose gel electrophoresis 
(1,8%). It was shown that DNA amplification methods are   quick and precise for 
identification of studied species. The results of bacteria identification were compared with 
data provided by the manufacturer. In all food supplements, bacteria of genus Lactobacillus 
and Bifidobacterium were detected. However, only some species provided by manufacturer 











Food supplements, probiotics, magnetic carrier, DNA isolation, PCR 
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Baktérie mliečneho kvasenia ďalšie mikroorganizmy sa prirodzene vyskytujú 
v gastrointektinálnom trakte človeka. Medzi najvýznamnejšie patria rody 
Lactobacillus a Bifidobacterium, ktoré obsahujú rad probiotických druhov. V súčasnej dobe je 
známe, ţe mikroorganizmy nachádzajúce sa v gastrointektinálnom trakte majú významnú 
úlohu pri udrţiavaní zdravia človeka a prispievajú k celkovej pohode. 
Baktérie mliečneho kvasenia a bifidobaktérie sú vyuţivané aj komerčne v potravinárskom 
priemysle. Vytvárajú charakteristickú chuť, vôňu a predlţujú trvanlivosť fermentovaných 
výrobkov. Probiotické druhy tvoria  súčasť doplnkov stravy. Na presnú a rýchlu identifikáciu 
týchto druhov sa vyuţívajú molekulárne biologické metódy, ktoré umoţňujú komplexný 
pohľad na mikroorganizmy, pretoţe vyuţívajú všetky informácie obsiahnuté v genóme.  
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Črevo a jeho mikroflóra 
Črevná mikroflóra je veľmi bohatá a má hlavnú úlohu pri zachovaní zdravia človeka [1]. 
Intestinálny trakt je domovom komplexného bakteriálneho spoločenstva, ktoré je zloţené 
z viac ako 800 bakteriálnych druhov. Najvyššia koncentrácia je v hrubom čreve. Tieto 
bakteriálne druhy majú obrovský dopad na zdravie hostiteľa. Spĺňajú ochrannú, metabolickú 
a imunitnú funkciu [2]. Na zloţenie črevnej mikroflóry pôsobia endogénne a exogénne 
faktory, ktoré môţu narušiť jej rovnováhu. Sú to predovšetkým lieky, zápalové procesy, 
choroby, hnačky, otravy jedlom, poruchy črevnej sliznice. Výrazný vplyv majú aj 
environmentálne faktory ako je príjem ţivín, pH, parciálny tlak kyslíka, xenobiotiká a iné. 
Pozitívny vplyv na črevnú mikroflóru majú napríklad probiotiká alebo tzv. funkčné potraviny 
(viď Obr. 1) [2, 3].  
Kolonizácia čreva začína ihneď po narodení dieťaťa a jej rozvoj veľmi záleţí na faktoroch 
prostredia. Spočiatku nie je detská črevná mikroflóra rozmanitá a je nestabilná, ale behom 
prvých 24 mesiacov sa rozvinie do stabilnejšej formy [4]. 
V prvých mesiacoch ţivota dominujú bifidobaktérie, hlavne u kojených detí. U nekojených 







2.2 Baktérie mliečneho kvasenia 
Baktérie mliečneho kvasenia (BMK) sú jednou z najdôleţitejších priemyselne vyuţívaných 
skupín baktérií. Sú ubikvitné vo fermentovaných aj nefermentovaných potravinách 
a nachádzajú sa v tráviacom trakte človeka. Vo všeobecnosti sú povaţované za bezpečné, ale 
boli zaznamenané aj prípady ľudských infekcii, spôsobených BMK [5]. 
Termínom BMK sa označuje skupina baktérii, ktoré majú podobné metabolické vlastnosti. 
Sú gram-pozitívne, nesporulujúce a majú nízky obsah GC [6]. Medzi BMK sa zaraďujú tieto 
rody: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 








Obr. 1: Interakcie medzi funkčnými potravinami a črevnou mikroflórou [2] 
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je fylogeneticky príbuzný s ostatnými BMK, ale často medzi ne býval zaraďovaný vzhľadom 
na podobné biochemické, fyziologické a ekologické vlastnosti [5]. 
2.2.1 Probiotiká 
FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/World Health Organization) definuje 
probiotiká ako ţivé mikroorganizmy, ktoré keď sú podávané v primeraných mnoţstvách majú 
pozitívny vplyv na hostiteľa, zabezpečujú zdravotný benefit [7]. Môţu byť prijímané 
vo forme tabletiek (vo všeobecnosti v lyofilizovanej forme) alebo prostredníctvom  potravín 
(mliečne a fermentované produkty). Mikrobiologické zloţenie preparátov sa líši. Niektoré 
obsahujú len jeden probiotický rod a niektoré ich majú aţ osem [8]. 
Mikroorganizmy prijímané orálne (ústami) a mikroorganizmy pochádzajúce z mikroflóry 
ústnej dutiny sú prevaţne ničené ţalúdočnou šťavou. Naopak, probiotické kultúry, najmä 
bifidobaktérie, laktobacily, enterokoky a niektoré kvasinky, nie sú v tráviacej sústave 
usmrcované pôsobením ţalúdočnej šťavy [3]. 
Probiotické kmene musia spĺňať určité kritériá: 
 
 nesmú byť patogénne 
 musia mať dokázateľne prospešný účinok na hostiteľa 
 musia byť schopné preţívať prechod cez gastrointektinálny trakt 
 veľký počet ţivých baktérií musí byť schopný preţívať dlhší čas uchovávania. 
Ideálne, probiotiká by mali byť odolné voči antimikrobiálnym látkam pouţívaným 
v klinickej praxi, ale nemali by byť schopné preniesť túto rezistenciu na ostatné baktérie. 
Existujú dva typy rezistencie na antibiotiká: vrodená a získaná. Rezistencia môţe byť získaná 
mutáciou alebo prenosom génov zodpovedných za antibiotickú rezistenciu [9]. 
 
2.2.1.1 Mechanizmus účinku probiotík 
Probiotiká vplývajú na zdravie človeka priamo alebo nepriamo, a to modifikáciou 
vnútorného ekosystému alebo imunitnej reakcie. Súťaţia o základné ţiviny s patogénmi 
a produkujú antimikrobiálne substancie bakteriocíny. Probiotiká modulujú slizničné 
a systémové imunitné systémy. Mikroorganizmy sú schopné adherovať na črevné bunky 
a reagovať s lymfoidným tkanivom z čreva. Táto schopnosť je veľmi dôleţitá, pretoţe to 
vedie ku kolonizácií čreva a k modifikácií imunitného systému [10, 3]. 
Podľa Dugasa a kol. [11] sú navrhované efekty probiotík na zdravie človeka nasledovné: 
 
 Zvyšujú nutričnú hodnotu (lepšia stráviteľnosť, zvýšená absorpcia minerálov 
a vitamínov) 
 Podpora metabolizmu laktózy 
 Pozitívny vplyv na črevnú flóru (kolitída spôsobená antibiotikami alebo oţarovaním) 
 Prevencia črevných infekčných ochorení (bakteriálneho, kvasinkového alebo 
vírusového pôvodu, Candida enteritis, Helicobacter pylori) 
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 Regulácia črevnej pohyblivosti 
 Zlepšenie imunitného systému 
 Prevencia rakoviny 
 Redukcia katabolických produktov eliminovaných obličkami a pečeňou 
 Prevencia aterosklerózy 
 Prevencia osteoporózy.  
Črevná flóra hrá dôleţitú úlohu pri indukcií a rozvoji rakoviny hrubého čreva. Je 
pravdepodobné, ţe probiotiká sú schopné inhibovať tento druh rakoviny rôznymi 
mechanizmami: potláčaním rastu črevnej mikroflóry zodpovednej za produkciu 
predpokladaných mutagénov/karcinogénov a promotérov, produkciou antimutagénnych 
zlúčenín do hrubého čreva, viazaním potenciálnych mutagénov a karcinogénov, upravením 
fyziologických podmienok v hrubom čreve (napr. zníţenie pH) a zlepšením imunitného 
systému hostiteľa [11]. Experimenty so zvieratami a ľuďmi ukázali, ţe podávanie probiotík 
môţe zmeniť bakteriálnu enzýmovú aktivitu. Ukázalo sa, ţe u subjektov (muţi a ţeny) 
po konzumácii fermentovaného mliečneho produktu, ktorý obsahoval Lactobacillus 
acidophilus A1, Bifidobacterium bifidum B1, Streptococcus lactis a Streptococcus cremoris 
(trikrát denne počas troch týţdňov), boli preukázané niţšie fekálne koncentrácie 
nitroreduktázy, azoreduktázy a β-glukuronidázy, ako u subjektov, ktorým boli podávané 
nefermentované mliečne produkty. Tieto enzýmy sú spojené s produkciou karcinogénov 
v čreve. Na druhej strane, nie všetky štúdie ukazujú vzájomný vzťah medzi probiotikami 
a aktivitou črevnej mikroflóry [12]. 




Nestráviteľné zloţky potravín, selektívne podporujúce rast alebo aktivitu jednej alebo 
neobmedzeného mnoţstva baktérií hrubého čreva, ktoré môţu zlepšiť zdravotný stav 
konzumenta sa nazývajú prebiotiká. Nesmú mať neţiadúce vedľajšie účinky [14]. 
Prebiotiká musia spĺňať nasledujúce kritériá [15]:  
 
 nemôţu byť hydrolyzované alebo absorbované v ţalúdku alebo v tenkom čreve 
 musia byť utilizované priaznivými baktériami 
 fermentácia substrátov má indukovať prospešný účinok u konzumenta. 
Naše telo tieţ dokáţe produkovať tzv. endogénne prebiotiká hlavne vo forme mucínov. 
Mucíny sú bohaté na uhľovodíky a sú degradované vysokošpecifickými členmi intestinálnej 
mikroflóry [1]. 
Funkciu prebiotík plnia niektoré oligosacharidy, ktoré sa dostanú do hrubého čreva 
nerozloţené. Tam sa stávajú substrátom pre probiotické baktérie. Môţu byť syntetické alebo 
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prírodné. Najvýznamnejším predstaviteľom prírodných oligosacharidov je inulín. Inulín 
a jeho deriváty sú radené medzi fruktooligosacharidy (FOS) a sú to prírodné ovocné cukry. 
Nachádzajú sa v malých mnoţstvách beţnom ovocí a zelenine [14, 16]. Údaje o výskyte 
inulínu v zelenine a ovocí poskytuje tab. 1. 
 
 
Tab. 1: Obsah inulínu v jedlom podiele niektrej zelenine, ovocí a obilnín [14] 
Potravina Inulín (%) 











Hlavne z čakanky a topinambúr sa vyrába sirup čiastočným štiepením frakcií inulínu 
s dlhšími reťazcami. Pridávajú sa do jogurtov, nealkoholických nápojov, dţemov 
a trvanlivého pečiva. 









 Palatinóza.  
Prebiotiká majú priaznivý vplyv na zloţenie mikroflóry hrubého čreva, nevstrebávajú sa 
v tenkom čreve, čo má za následok zníţenie energetického príjmu a zväčšujú objem stolice. 
Klesá výskyt zápchy [14]. 
2.2.2 Rod Lactobacillus 
2.2.2.1 Taxonómia a fylogenéza 
Taxonomické zaradenie laktobacilov je nasledujúce [17]: 
  15 
 Doména: Bacteria 
 Kmeň:  Firmicutes 
 Trieda: Bacilli 
 Rad:  Lactobacillales 
 Čeľaď: Lactobacillaceae 
 Rod:  Lactobacillus. 
Morfológia je uvedená na obr. 2. 
 
 
Obr. 2: Morfológia buniek Lactobacillus sp. [18] 
 
 
Collins a kol. [19] rozlíšili tri fylogenetické skupiny: Lactobacillus casei-Pediococcus, 
Lactobacillus delbrueckii a Leuconostoc. Neskôr sa skupina Lactobacillus delbrueckii 
premenovala na skupinu Lactobacillus acidophilus [20] a skupina Lactobacillus casei-
Pediococcus sa rozdelila na skupiny Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus buchneri a Lactobacillus salivarius. V súčasnosti, 
fylogenetická štruktúra rodu Lactobacillus zahŕňa aj skupiny Lactobacillus perolens, 




Z potravinárskeho a biotechnologického hľadiska patrí rod Lactobacillus medzi 
najdôleţitejších predstaviteľov BMK. Je mikroaerofilný, má anaeróbny metabolizmus, ale 
nízke koncentrácie kyslíka urýchľujú jeho rozmnoţovanie. V prírode je veľmi rozšírený. Jeho 
druhy sa vyskytujú v mlieku, kde skvasujú laktózu na kyselinu mliečnu (tzv. prirodzené 
kvasenie). Ďalej sa nachádza v ústnej dutine a tráviacom trakte cicavcov, na trávnatých 
porastoch, rastlinách, v obilí a  pôde [22]. Tieţ ich môţeme nájsť aj v tele hmyzu [23]. Čo sa 
týka výţivy, laktobacily sú veľmi náročné. Ako zdroj uhlíka a energie nevyţadujú len 
sacharidy, ale aj nukleotidy, aminokyseliny a vitamíny. Pre ich rast je potrebná kyselina 
pantoténová a nikotínová. Pre rast heterofermentatívnych baktérií je nevyhnutný tiamín. Doba 
inkubácie býva 2 aţ 7 dní, v závislosti od druhu vzorky a pôdy [24]. 
Väčšina druhov je schopná rásť pri teplote 45 °C [22]. Niektoré druhy rastú aj pri niţšej 
teplote ako je 15 °C [24]. Keďţe ich hlavným katabolitom je kyselina mliečna, preferujú 
relatívne kyslé podmienky (pH 5,5-6,5) [23].  Rast sa zastavuje, keď pH dosiahne hodnotu 
3,4-4,0 [24]. Kyselina mliečna zniţuje pH a tým zastavuje mnoţenie hnilobných baktérií. 
Preto sa laktobacily pouţívajú na konzerváciu potravín [25]. 
Podľa produktov katabolického metabolizmu sa rod Lactobacillus rozdeľuje 
na homofermentatívne mliečne baktérie, ktoré pri skvasovaní sacharidov (hexóz) produkujú 
prakticky len kyselinu mliečnu, pentózy a glukonáty nefermentujú (napríklad druhy 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii) 
a heterofermentatívne, ktoré produkujú okrem kyseliny mliečnej aj etanol a CO2 
(Lactobacillus fermentum) [22]. Heterofermentatívne môţeme rozdeliť na fakultatívne 
a obligátne heterofermentatívne.  
Ich proteolytická aktivita a tvorba aromatických zlúčenín, bakteriocínov 
a exopolysacharidov je dôleţitá pre kvalitu a nutričnú hodnotu konečných výrobkov 
a rozširuje spektrum biotechnologických aplikácií. Viacero štúdií poukázalo na potenciál 
bakteriocínov, produkovaných laktobacilmi, kontrolovať rast patogénnych mikroorganizmov 
v potravinách. Preto boli laktobacily produkujúce bakteriocíny navrhnuté ako ochranné 
kultúry vo fermentovaných a mliečnych produktoch [26]. 
Vďaka ich terapeutickým a profylaktickým vlastnostiam boli rôzne druhy laktobacilov 
navrhnuté ako probiotiká.  
2.2.3 Rod Bifidobacterium 
2.2.3.1 Taxonómia 
Taxonomické zaradenie bifidobaktérii je nasledujúce [17]: 
 Doména: Bacteria 
 Kmeň:  Actinobacteria 
 Trieda: Actinobacteria 
 Rad:  Actinobacteridae 
 Čeľaď: Bifidobacteriales 
 Rod:  Bifidobacteriaceae. 
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Morfológia je uvedená na obr. 3. 
 
 




Rod Bifidobacterium zahŕňa grampozitívne anaeróbne nesporulujúce paličky. 
V prítomnosti CO2 na krátku dobu tolerujú kyslík [24]. Môţu sa vetviť, zoskupovať do tvaru 
písmena V alebo Y. Optimálna teplota rastu je 36 aţ 38 °C. Patria k beţnej mikroflóre ústej 
dutiny a tráviaceho traktu [3]. Predstavujú 3-10% mikroflóry v hrubom čreve u dospelého 
človeka a viac ako 91% u detí kojených materským mliekom [27]. Sú charakteristicé tvorbou 
acetátu a laktátu v pomere 3:2. Kyselina mliečna je prevaţne v L(+) forme, takţe je ľahko 
metabolizovaná detským organizmom [24].   
Optimálne pH ţivných médii je 6,5-7,0. Bifidobaktérie produkujú aj vitamíny zo skupiny 
B a K, hlavne tiamín a laktoflavín [24]. 
Rast bifidobaktérií podpoprujú bifidogénne faktory, medzi ktoré patrí laktulóza               
(β-galaktozidfruktóza), N-acetyl-D-glukózamín obsahujúce sacharidy (bifidus faktor 1), 
transgalaktozylované oligosacharidy ako aj ďalšie [28]. 
 
 
2.2.4 Rod Streptococcus 
2.2.4.1 Taxonómia 
Taxonomické zaradenie rodu Streptococcus je nasledovná [17] : 
 Doména: Bacteria 
 Kmeň:  Firmicutes 
 Trieda: Bacilli 
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 Rad:  Lactobacillales 
 Čeľaď: Streptococcaceae 
 Rod:  Streptococcus. 
 




Obr. 4: Morfológia buniek Streptococcus thermophilus [18] 
 
V taxonómii streptokokov sa pouţívajú dva systémy na ich klasifikáciu. Starší systém 
rozdeľuje rod Streptococcus na šesť skupín: pyrogénne streptokoky, orálne streptokoky, iné 
streptokoky, anaeróbne streptokoky, enterokoky a mliečne streptokoky. V novšom systéme sú 
vynechané anaeróbne streptokoky a skupina enterokokov a mliečnych streptokokov je 
zmenená na samostatné rody: rod Enterococcus a Lactococcus [28]. 
2.2.4.2 Charakteristika 
Streptokoky sú fakultatívne anaeróbne, grampozitívne, katalázo-negatívne koky. Tvoria 
dvojice aţ retiazky. Ich kolónie sú veľmi drobné. Aţ na výnimky, streptokoky nerastú 
pri teplote 10 °C ani pri 45 °C. Rast je podmienený prítomnosťou CO2. Sú citlivé na 
vankomycín a mnohé na krvnom agare hemolyzujú. Patria medzi ne druhy obligátne 
patogénne, ktoré spôsobujú rozklad červených krviniek, ale aj druhy, ktoré tvoria prirodzenú 
mikroflóru sliznice človeka a zvierat [25]. 
Streptokoky fermentujú sacharidy a produkujú kyselinu mliečnu, octovú, mravčiu, etanol 
a CO2. Sú náročné na ţiviny. Vyţadujú aminokyseliny, peptidy, puríny, pyrimidíny 
a vitamíny pre svoj rast a metabolizmus.  
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2.3 Doplnky stravy  
Doplnky stravy sú zvláštnou kategóriou potravín a definuje ich Zákon číslo 110/1997 Sb. 
O potravinách a tabakových výrobcích v paragrafe 2 pod písmenom i): doplnkom stravy je  
potravina, ktorej účelom je dopĺňať beţnú stravu a ktorá je koncentrovaným zdrojom 
vitamínov a minerálnych látok alebo ďalších látok s nutričným nebo fyziologickým účinkom, 
obsiahnutých v potravine samostatne alebo v kombinácii, určená k priamej spotrebe v malých 
odmeraných mnoţstvách [29]. Podľa smernice EP a R č. 2002/46/ES sú doplnky stravy 
potraviny, ktorých účelom je dopĺňať beţnú stravu a ktoré sú koncentrovaným zdrojom ţivín 
alebo iných látok s výţivovým alebo fyziologickým účinkom, samostatne alebo v kombinácii, 
sú uvádzané na trh vo forme dávok, a to vo forme toboliek, pastiliek, tabliet, piluliek 
a v iných podobných formách, ďalej vo forme sypkej, ako kvapalina v ampulkách, 
vo fľaštičkách s kvapkátkom a v iných podobných formách kvapalných alebo sypkých 
výrobkov určených k príjmu v malých odmeraných mnoţstvách; (ţivinami sú vitamíny 
a minerálne látky). Doplnky stravy sa uvádzajú na trh len balené. Príklady doplnkov stravy 
študované v tejto práci sú na obr. 5. 
 
 
Obr. 5: Príklady komerčne dostupných doplnkov stravy  
 
 
Pred uvedením na trh, musia doplnky stravy vyhovieť určitým podmienkam. Musia spĺňať 
nasledujúce právne predpisy [30]: 
 Zákon č. 110/1997 Sb., o potravinách a tabákových výrobcích a o změně a doplnění 
některých souvisejících zákonů, ve znění pozdějších předpisů  
 Vyhláška č. 54/2004 Sb., o potravinách určených pro zvláštní výţivu a o způsobu 
jejich pouţití  
 Vyhláška č. 113/2005 Sb., o způsobu označování potravin a tabákových výrobků  
 Vyhláška č. 450/2004 Sb., o označování výţivové hodnoty potravin  
 Vyhláška č. 225/2008 Sb., kterou se stanoví poţadavky na doplňky stravy 
a na obohacování potravin. 
 
Ministerstvo zdravotníctva ČR musí kaţdý doplnok stravy schváliť na základe [16]: 
 posudku, ktorý vypracuje Štátny zdravotný ústav. Posúdi v ňom zdravotnú 
nezávadnosť obsahu, odporúčané dávkovanie a vymedzí okruhy uţívateľov 
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 laboratórneho vyšetrenia  vzorky (krajská hygienická stanica alebo akreditované 
laboratórium). 
 
2.3.1 Rozdelenie doplnkov stravy 
Podľa Macha [16], ktorý vychádzal z historického vývoja a zo šírky trţnej ponuky, je 
rozdelenie doplnkov stravy nasledujúce: 
 Vitamíny 
 Minerály 
 Ďalšie aktívne látky (polovitamíny, kvázivitamíny) 
 Antioxidanty 
 Extrakty z rastlín 
 Doplnky stravy podporujúce chudnutie 
 Doplnky na povzbudenie 
 Doplnky na problémy z kĺbmi 




 Doplnky športovej výţivy. 
 
2.4 Dôkaz probiotík 
Probiotiká je moţné preukázať kultivačne na vhodných médiách alebo molekulárno-          
-genetickými metódami, z ktorých najvyuţívanejšia je polymerázová reťazová 
reakcia (PCR) [31]. 
 
2.4.1 Základné kroky PCR 
PCR prebieha in vitro, bez pouţitia buniek [32]. Princíp spočíva v tom, ţe krátky úsek 
molekuly DNA sa mnohonásobne skopíruje pomocou enzýmu Taq DNA polymeráza. Čiţe 
PCR vedie k selektívnej amplifikácii vybraných oblastí DNA molekuly. Vybrať môţeme 
ľubovoľný úsek, pokiaľ poznáme okrajové sekvencie tohto úseku [33]. Výsledným 
produktom PCR sú amplikóny s veľkosťou desiatok aţ tisícok párov báz [31]. 
  21 
DNA sa zmieša so súborom komponentov v mikroskúmavke, a tá sa vloţí do termálneho 
cykleru. Termocykler je zariadenie, ktoré umoţňuje inkubáciu zmesi pri rôznych teplotách. 
Teploty sa striedajú tak, ako boli naprogramované. 
 
 
 Denaturácia DNA: pri teplote 94 °C sa porušia vodíkové mostíky, ktoré k sebe 
spájajú 2 vlákna dvojvláknovej molekuly DNA 
 Ochladenie na 50-60 °C: zmes obsahuje veľké mnoţstvo krátkych molekúl DNA 
(nazývaých oligonukleotidy alebo primery), ktoré sa rýchlo pripojujú na špecifické 
miesta s komplementárnymi sekvenciami 
 Zvýšenie teploty na 74 °C: optimálna teplota pre Taq DNA polymerázu, ktorá sa 
nachádza v zmesi. Taq DNA polymeráza sa pripojí k jednému koncu kaţdého primeru 
a syntetizuje nové vlákna DNA, ktoré sú komplementárne k templátovým molekulám 
DNA 
 Zvýšenie teploty na 94 °C: molekuly dvojvláknovej DNA obsahujúce jedno vlákno 
pôvodné a jedno nové vlákno DNA denaturujú a začína sa nový cyklus. 
Primerové sekvencie a presne dodrţiavané teploty v jednotlivých fázach cyklu majú 
zásadný význam pri PCR. Priebeh PCR je znázornený na obr. 6. 
Optimálny počet cyklov je závislý na východzej koncentrácii templátovej DNA a pohybuje 
sa v rozmedzí 25-35 cyklov [33, 31]. 
 
 
Obr. 6: Priebeh PCR reakcie [32] 
 
 
2.4.2 Komponenty PCR 
Reakčná zmes pozostáva z nasledujúcich zloţiek [31]: 
 
 Voda pre PCR: pouţíva sa na doplnenie zmesi pre PCR na poţadovaný objem, ktorý 
sa pohybuje od 25 do 100 µl. Najvhodnejšia je voda s odporom 18 MΩ alebo voda 
pre injekcie ČSL 4. 
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 Pufor pre PCR: vytvára optimálne prostredie pre DNA polymerázu 
 
 Mg2+ ióny: sú nevyhnutné pre aktivitu DNA polymerázy. Ich koncentrácia sa musí 
optimalizovať pre kaţdú kombináciu primerov a DNA templátu. Obvykle sa pouţíva 
koncentrácia 1,5 mM Mg2+. Vyššie koncentrácie Mg2+ iónov je vhodné pouţiť pri 
primeroch bohatých na G a C bázy. 
 
 dNTP (3´-deoxynukleozid-5´-trifosfáty): dATP, dCTP, dGTP, dTTP sú stavebné 
kamene pre syntézu DNA. Optimálna koncentrácia je 200 µM. Vyššie koncentrácie 
pôsobia inhibične, pretoţe vyväzujú horečnaté ióny. 
 
 Primery: krátke oligonukleotidy, sú umelo pripravené a sú komplementárne 
k templátovej DNA. Sú sekvenčne špecifické. Potrebná koncentrácia kaţdého primeru 
v reakčnej zmesi je 0,1-0,5 µM. 
 
 DNA-polymeráza: enzým syntetizujúci novú DNA v smere 5´ → 3´. 
 
 Matrica DNA (templátová DNA): makromolekula DNA, ktorá je predlohou na 
syntézu nového komplementárneho reťazca DNA. Obsahuje cieľové miesta pre 
primery. Mnoţstvo DNA vhodné pre PCR je 10 a 1 ng. 
 
 
2.4.2.1 Primery pre PCR 
Aby experiment prebehol správne, je potrebné správne navrhnúť primery. Primerová 
sekvencia musí korešpondovať so sekvenciami, ktoré ohraničujú cieľový úsek templátovej 
molekuly. Aby mohlo dôjsť k hybridizácii, musí byť kaţdý primer komplementárny k svojmu 
templátovému vláknu [33, 32]. 
Veľmi dôleţitá je dĺţka primerov. Príliš krátke primery by mohli hybridizovať aj s inými 
miestami a príliš dlhé primery hybridizujú pomaly, tým pádom by klesla účinnosť PCR. 
Okrem dĺţky primerov je nutné správne stanoviť teplotu pripojenia primerov (tzv. 
hybridizačnú teplotu). Od tejto teploty závisí presnosť reakcie a mala by byť pribliţne 
rovnaká pre oba primery. Ak je teplota príliš nízka, dochádza k nesprávnej hybridizácii a ak je 
teplota príliš vysoká, k hybridizácii nedochádza. Ideálnu teplotu určíme z teploty topenia 
hybridu medzí primerom a templátom. Tm („melting temperature“). Na stanovenie Tm sa 
poţíva vzorec: Tm = (4 x (G+C)) + (2 x (A+T)), kde (G+C) je počet báz G a C a (A+T) je 
počet báz A a T. Hybridizačná teplota je o 1-5 °C niţšia ako zistená Tm [33]. 
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2.4.2.2 Taq DNA polymeráza 
DNA polymeráza Taq, ktorá sa pouţíva pri polymerázových reťazových reakciách, je 
termostabilná DNA polymeráza typu I a bola izolovaná  z baktérie Thermus aquaticus, ţijúcej 
v horúcich prameňoch. Vďaka termostabilite Taq DNA polymerázy nedôjde k jej inaktivácii 
keď sa teplota zvýši na 94 °C, a teda je pouţiteľná pre PCR [33]. 
Tento enzým replikuje DNA pri 74oC a má polovičnú ţivotnosť 40 min pri 95oC. 
Katalyzuje polymerizáciu nukleotidov na základe templátu a oligonukleotidového očka 
v smere 5’→3’. V prítomnosti horčíka má tieţ 5’→3’ exonukleázovú aktivitu [34]. 
 
2.4.3 Dôkaz produktov PCR 
Pomocou PCR produktov získame informácie o pôvodnej (templátovej) DNA. Medzi 
najvýznamnejšie metódy dôkazu PCR produktov patrí gélová elektroforéza, klonovanie 
a sekvenovanie PCR produktov [33]. 
 
2.4.3.1 Gélová elektroforéza 
Gélová elektroforéza je separačná metóda zaloţená na migrácii iónov a nabitých molekúl 
v elektrickom poli (obr. 7). Rýchlosť pohybu molekuly je priamo úmerná intenzite vloţeného 
elektrického poľa a celkovému náboju molekuly. Pri elektroforéze na nosiči sa pri delení 
okrem elektrostatických síl uplatňuje aj sieťový efekt. Čiţe môţu byť rozdelené látky 
s rovnakým nábojom, ale rôznou veľkosťou molekuly [31]. Čím je molekula menšia, tým 
rýchlejšie sa gélom pohybuje [33]. Nukleové kyseliny obsahujú fosfátové skupiny (majú 










Na detekciu PCR produktov sa najviac vyuţíva gélová elektroforéza na agaróze, ktorej 
priebeh je zobrazený na obr. 8. Po odfarbení látkou etídium bromid sa amplifikovaná DNA 
pod UV svetlom zobrazí ako samostatný prúţok. Etídium bromid je silný mutagén a UV 
svetlo môţe spôsobiť váţne popáleniny, preto sa v súčasnosti v mnohých laboratóriách 
pouţívajú nemutagénne farbivá [33]. 
 
 
Obr. 8: Schéma agarózovej gélovej elektroforézy [33] 
2.5 Magnetické častice a ich výhody pri separácii DNA 
V posledných rokoch bola venovaná magnetickým nosičom veľká pozornosť. Našli 
uplatnenie v biológii a medicíne v mnohých diagnostických metódach. Magnetické senzory 
a magnetická rezonancia (MRI), ktoré vyuţívajú superparamagnetické nanočastice sú 
zamerané na detekciu rakovinových buniek v ich počiatočnom štádiu rastu [35]. Vyuţívajú sa 
tieţ na izoláciu a purifikáciu nukleových kyselín a imunoesej, čo je významné pre analýzu 
genómu. Cieľové bunky môţu byť zachytené na magnetické mikročastice nesúce špecifické 
protilátky, a tak byť odseparované z prostredia, v ktorom je mnoho inhibítorov alebo 
kompetitívna mikroflóra [36]. 
Magnetické častice však musia spĺňať určité podmienky, aby mohli byť pouţívané. Jedná 
sa hlavne o nízku toxicitu, biokompatibilitu a pri diagnostike by nemali interferovať 
s prostredím. V závislosti od ich pouţitia môţu byť syntetizované v rôznych veľkostiach: 
nano alebo mikro škála [37]. 
Magnetické nosiče a adsorbenty sú zaloţené hlavne na magnetických oxidoch ţeleza 
(magnetit – Fe3O4, maghemit – γ-Fe2O3, ferit – MO . Fe2O3 (M: Co, Cu, Mn, etc.) 
pripravených koprecipitáciou M2+ a M3+ solí). Pre biologické aplikácie musia byť oxidy 
obalené vhodnými vysoko- alebo nízko-molekulovými zlúčeninami, aby sa zabránilo 
neţiaducim nešpecifickým interakciám s látkami v médiu a aby sa umoţnilo fungovaniu 
povrchu častice [37]. 
V súčasnosti, veľký záujem spôsobujú neporézne mikročastice s hydrofilnými 
vlastnosťami: poly(2-hydroxyetyl metakrylát-co-ethylen dimetakrylát) (P(HEMA-co-
EDMA)) (viď obr. 9), poly(2-hydroxyetyl metakrylát-co-glycidyl metakrylát) (P(HEMA-co-
GMA)) (viď obr. 10) a poly(glycidyl metakrylát) (PGMA) [37, 38]. 
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Obr. 10: Magnetický nosič P(HEMA-co-GMA) [37] 
 
 
Magnetické častice sa ukázali ako vhodná alternatíva ku klasickej izolácii DNA metódou 
fenolovej extrakcie. Jedná sa hlavne o izoláciu DNA z reálnych vzoriek a následnú 
amplifikáciu DNA pomocou PCR [39]. 
PCR je veľmi dôleţitý nástroj pri analýze mikroorganizmov vo vzorkách potravín. Ak sa 
jedná o reálne vzorky, môţe dôjsť k falošne negatívnym výsledkom alebo k zníţeniu citlivosti 
PCR. Je to spôsobené prítomnosťou inhibítorov v testovaných vzorkách [40]. Magnetické 
častice reverzibilne viaţu DNA na svoj povrch a pomocou externého magnetu sú 
odseparované zo zmesi [31, 37]. 
26 
3 CIEĽ PRÁCE 
Cieľom tejto práce bol dôkaz probiotických baktérií v 4 vybraných doplnkoch stravy, a to 
v nasledujúcich bodoch: 
 
 izolácia a purifikácia DNA v kvalite vhodnej pre PCR z výrobkov pomocou 
magnetického nosiča P(HEMA-co-GMA), pokrytého karboxylovými skupinami 
 stanovenie koncentrácie a kvality izolovanej DNA 
 overenie amplifikovateľnosti izolovanej DNA pomocou PCR špecifickej pre doménu 
Bacteria 
 uskutočnenie rodovo a druhovo špecifickej PCR podľa deklarovaného zloţenia 
výrobkov výrobcami 
 porovnanie deklarovaného a preukázaného zloţenia výrobkov. 
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4 MATERIÁL A METÓDY 
4.1 Bakteriálne kultúry 
V práci boli pouţité bakteriálne kmene Lactobacillus gasseri K7 (prof. I. Rogelj, 
University of Ljubjana, Slovinsko), Lactobacillus casei LOCK 0908, Lactobacillus casei 
LOCK 0900, Lactobacillus paracasei LOCK  0191 (Dr. Kovářů, ÚMCHAV ČR, Praha) 
4.2 Chemikálie a roztoky 
Pre prípravu médií a roztokov boli pouţité nasledujúce chemikálie:  
 
 Agaróza pre elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Dodecylsulfát sodný (SDS) (Lachema, Brno, ČR)  
 Etanol (Lachema, Brno, ČR) 
 Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)  
 Ethylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 
 Fenol (Lachema, Brno, ČR) 
 Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 Chloroform (Lachema, Brno, ČR) 
 Izoamylalkohol (Pliva-Lachema, Brno, ČR) 
 Kyselina boritá (Lachema, Brno, ČR) 
 Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 
 Lyzozým (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
 Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 PCR agaróza (Top-Bio, Praha, ČR) 
 PCR vkladací pufor Yellow load (Top-Bio, Praha, ČR) 
 PCR vkladací pufor Red load (Top-Bio, Praha, ČR) 
 Proteináza K (Sigma, St. Louis, USA) 
 SDS (Sigma, St. Lois, USA) 
 Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresco, Solon, USA) 
 Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCl) (Amresco, Solon, USA) 
 Voda pro PCR  – voda pre injekce ČSL 4 (Biotika, Slovenská Lupča, SR). 
 
4.2.1 Kultivačné médium 
 MRS médium s 0,05% cysteínom: v 1000 ml destilovanej vody bolo rozpustených 
52 g M.R.S. Broth (Oxoid) a médium sa sterilizovalo autoklávovaním (121 °C, 
20 min). Po vychladnutí média sa sterilne pridalo 10 ml cysteínu (zásobný roztok 5 % 
bol 100 x zriedený na výslednú koncentráciu 0,05 %). 
 
 MRS agar: MRS médium sa pripravilo podľa návodu od výrobcu. Bola pridaná 
agaróza 15 g/l. Médium sa sterilizovalo autoklávovaním (121 °C, 20 min). Rozplnenie 
do Petriho misiek a uchovávanie v chladničke. 
4.2.2 Roztoky pre lýzu buniek, izoláciu a purifikáciu DNA 
Jednotlivé postupy boli prevzaté z návodov k laboratórnym cvičeniam [31]. 
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 EDTA (0,5 M, pH 8): Do 800 ml destilovanej vody sa kvantitatívne prenieslo 202,2 g 
EDTA, za stáleho miešania magnetickou miešačkou. pH bolo upravené pridaním 
NaOH v peletkách na hodnotu 8,0. Roztok bol doplnený destilovanou vodou do 1 000 
ml. a sterilizovaný v autokláve (121 °C, 15 minút). 
 
 Tris-HCl (1 M, pH 7,8): V 80 ml destilovanej vody bolo rozpustené 12,1 g Tris-bázy. 
pH upravené pomocou koncentrovanej HCl. Roztok sa doplnil destilovanou vodou do 
100 ml a sterilizoval v autokláve (121 °C, 15 minút). 
 
 Lyzačný roztok A: 10 mM Tris-HCl (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0). 
 
 Lyzačný roztok B: 10 mM Tris-HCl (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), lyzozým 
(3mg/ml). 
 
 CIZ: zmes chloroformu a izoamylalkoholu v pomere 24:1. 
 
 TE pufor: 10 mM Tris-HCl (pH 7,8), 1 mM EDTA (pH 8,0). 
 
 SDS (20%): v 80 ml sterilnej destilovanej vody sa rozpustilo 20 g SDS. V prípade 
pomalého rozpúštania sa roztok zahrial na 68 °C. pH bolo upravené na hodnotu 7,0 
niekoľkými kvapkami koncentrovanej HCl. Roztok sa doplnil destilovanou vodou do 
100 ml. Bez sterilizácie. 
 
 Proteináza K: (1 mg/ml, 100 μg/ml) Na analytických váhach naváţiť příslušné 
mnoţstvo (10 mg, 1 mg) a doplniť destilovanou vodou do 10 ml. Teplota, pri ktorej sa 
proteináza K uchováva je – 20°C. 
 
 Fenol: Destilovaný fenol nasýtený v TE pufri, pH 7,8. 
 
 Octan sodný: 3 M, (pH 5,2), V 800 ml destilovanej vody rozpustiť 408,1 g trihydrátu 
octanu sodného. Upraviť pH na 5,2 ľadovou kyselinou octovou. Doplniť destilovanou 
vodou do 1 000 ml. Sterilizácia autoklávovaním (121 °C, 15 min.). 
 
 Etanol: 96%. 
 
 
4.2.3 Magnetické nosiče 
(HEMA-co-GMA) (1:1) pokryté karboxylovými skupinami,  [poly(2-hydroxyetyl 
metakrylát-co-glycidyl metakrylát)] (Ing. D. Horák,Csc, ÚMCHAV ČR, Praha). Zloţenie 
magnetického nosiča je uvedené v tab 2. 
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Tab. 2: Zloženie magnetického nosiča 
P(HEMA-co-GMA)-COOH 
veľkosť 2,2 µm 
obsah -COOH 2,61 mmol/g 
obsah Fe 6,55% 
 
 
4.2.3.1 Príprava magnetického nosiča pre izoláciu DNA 
 
 Do 3 ml sterilnej vody  boli pridané magnetické častice (30 mg). 
 Zmes sa povarila 20 minút v tlakovom hrnci. 
 Zriedenie na koncentráciu 2 mg/ml. 
 Takto pripravené častice sa pouţili na separáciu DNA. 
 
 
4.2.4 Roztoky pre agarózovú gélovú elektroforézu 
Prevzaté z návodov na laboratórne cvičenie [31]: 
 
 5 x TBE pufor: V 600 ml destilovanej vody rozpustiť 54 g Tris bázy a 27,5 g kyseliny 
boritej. Pridať 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Zásobný roztok sa pred pouţitím riedi 
10krát destilovanou vodou (na výsledné koncentrácie: 45 mM Tris, 45 mM kyselinu 
boritou a 1 mM EDTA). 
 PCR vkladací pufor Yellow load: ţlté farbivo orange G (Top-Bio, Praha, ČR). 
 
 PCR vkladací pufor Red load: farbivo má vyššiu pohyblivosť neţ nukleotidy (Top-
Bio, Praha, ČR). 
 
 DNA štandard Malamité 100 bp ladder, 50 bp ladder (Moravské Prusy, ČR). 
 






4.2.4.1 DNA štandardy použité pri agarózovej gélovej elektroforéze 
 DNA štandard Malamité 100 bp ladder (Moravské Prusy, ČR) 





 DNA štandard 50 bp 
Obsahuje fragmenty: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 




4.2.5 PCR komponenty 
 
 Voda pre PCR: voda pre injekcie ČSL 4 (Biotika, Slovenská Ľupča, SR). 
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 PCR pufor kompletný: reakčný pufor 10  PCR Blue Buffer (obsahujúci MgCl2) pre 
Taq DNA polymerázu 1.1 (Top-Bio, Praha, ČR). 
 PCR pufor bez MgCl2: reakčný pufr 10  PCR Blue Buffer without MgCl2 pre Taq 
DNA polymerázu 1.1 (Top-Bio, Praha, ČR). 
 MgCl2 (25mM) (Top-Bio, Praha, ČR). 
 dNTP zmes (10 mM) (Top-Bio, Praha, ČR). 
 primery (10 pmol/μl) – zoznam pouţitých primerov je uvedený v tab. 3 (Oligo-
Biotech, Hradec Králové, ČR). 
 Taq DNA polymeráza 1.1 (1U/ l) (Top-Bio, Praha, ČR). 
 


























55 523 [43] 
Lactobacillus 
rhamnosus 
PrI, RHaII 58 











Aci16SI, 16SII 58 





Lfpr, PlanII  * [44] 
Lactobacillus 
fermentum 























58 968 [46] 
*autor neuvádza veľkosť špecifického PCR produktu 
**veľkosť PCR produktu podľa práce Turkovej [51] 
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4.3 Testované doplnky stravy a ich zloţenie 
Výrobcami deklarované zloţenie doplnkov stravy Biopron, APO, Swiss a Forte je uvedené 
v tab. 4 - tab. 7. Doplnky stravy sú vo forme kapslí. 
 
 
Tab. 4: Zloženie doplnku stravy s názvom Biopron 




















Mo = mikroorganizmus 
 
 
Tab. 5: Zloženie doplnku stravy APO-Lactobacillus 10+ 





























Mo = mikroorganizmus 
 
Tab. 6: Zloženie doplnku stravy Swiss natural sources: Laktobacily 5 s L. casei 





















Mo = mikroorganizmus 
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Tab. 7: Zloženie doplnku stravy Forte s prebiotikami 



















Mo = mikroorganizmus 
 
 
4.4 Prístroje a pomôcky 
 Centrifúga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
 Digitálny fotoaparát Olympus FE-210 7.1 megapixel 
 Exikátor typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)  
 Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Varšava, Polsko) 
 Mikrovlnná rúra SMW 5020 (SENCOR, ČR) 
 Laboratórne váhy B0430 (Ohaus, USA) 
 Minicykler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA) 
 NanoPhotometer (Implen, Německo) 
 Očkovací box (Fatran, ČR) 
 Termocykler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA) 
 Termostat – Mini incubator (Labnet, USA) 
 Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Miláno, Itálie) 
 Transilluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA) 
 Zariadenie pre elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) 
 Zariadenie pre elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA) 
 Zdroj elektrického napätia pre elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-
300 (Owl Scientific, USA) 




Metódy pouţité pri analýze boli prevzaté z návodov Speciální metody analýzy 
mikroorganizmů I. (Španová a Rittich, 2006, nepublikované), [31]. 
 
4.5.1 Kultivácia 
Baktérie rodu Lactobacillus boli kultivované v tekutom M.R.S médiu s 0,05% cysteínom. 
Kultivácia prebiehala za aeróbnych podmienok pri 37 °C po dobu 2 dní.  
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4.5.1.1 Kontrola čistoty bakteriálnej kultúry 
Kontrola bola uskutočnená kríţovým rozterom bakteriálnej kultúry narastenej v tekutom 
ţivnom médiu na misku s pevným M.R.S. agarom. Kultivácia cez noc v termostate pri 37 °C. 
Po kultivácii sa skontroloval vzhľad jednotlivých kolónii.  
4.5.2 Lýza buniek po kultivácií bakteriálnych kmeňov a izolácia DNA fenolovou 
extrakciou 
4.5.2.1 Lýza bakteriálnych buniek 
 1 ml čistej bakteriálnej kultúry sa stočil pri 15 000 ot./3 min.  
 Sediment bakteriálnych buniek bol resuspendovaný v 1 ml lyzačného roztoku 
A a suspenzia bola centrifugovná pri 15 000 ot./3 min. Supernatant sa opatrne zlial. 
 K sedimentu sa pridalo 500 l roztoku B a vzorky sa inkubovali pri laboratórnej 
teplote 1 hod. 
 Následne sa k suspenzii pridalo 12,5 l 20% SDS a 5 l proteinázy K  
 Inkubovalo sa pri 55 °C do druhého dňa. 
 Z  hrubého lyzátu bolo 20 μl uschovaných pre gélovú elektroforézu. 
 
4.5.2.2 Fenolová extrakcia bakteriálnej DNA 
 K lyzátu buniek sa pridal rovnaký objem fenolu (500 µl) a vzorky sa opatrne 
premiešavali kývavým pohybom po dobu 4 min. 
 Zmes sa centrifugovala pri 15 000 ot./min po dobu 3 minút. 
 Po centrifugácii bola odobraná vodná fáza s DNA do čistej eppendorfovej skúmavky, 
kde sa k nej pridalo 700 l CIZ. 
 Po 4 minútovom miešaní boli vzorky centrifugované (15 000 ot./3 min) a vodná fáza 
s DNA opäť odobraná do čistej eppendorfovej skúmavky. 
 
4.5.2.3 Zrážanie DNA etanolom 
 K DNA sa pridala 1/20 objemu 3 M octanu sodného a 1 ml 96 % etanolu. 
 DNA bola vyzráţaná pri -20 °C po dobu 15-60 min. 
 Zmes sa 15 min centrifugovala pri 15 000 ot. 
 Supernatant sa zlial a DNA bola usušená v exikátore (15 min). 
 Na záver bola DNA rozpustená vo vhodnom objeme TE pufru (200 µl). 
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4.5.3 Izolácia DNA z tabliet pomocou magnetického nosiča 
4.5.3.1 Príprava hrubého lyzátu buniek z výrobkov 
 Kapsula sa sterilne otvorila, obsah sa vysypal a presne zváţil. 
 K 1 g výrobku sa pridalo 5 ml lyzačného roztoku B a lyzozým (10 mg/ml). 
 Inkubácia 60 min. pri laboratórnej teplote. 
 Po inkubácii sa k vzorke pridalo 50 µl 20% SDS a 5 µl Proteinázy K. 
 Vzorky boli inkubované pri 55 °C do druhého dňa. 
 
4.5.3.2 Zakoncentrovanie hrubého lyzátu buniek 
Hrubý lyzát buniek z doplnkov stravy bol 2x zakoncentrovaný podľa nasledujúceho 
postupu: 
 
 K 350 µl hrubého lyzátu buniek sa pridalo 17 µl 3M octanu sodného. 
 K zmesi sa pridalo 920 µl 96% etanolu. 
 Inkubácia pri -20 °C 60 min. 
 Po inkubácii sa zmes 15 min. centrifugovala pri 15 000 ot./min. 
 Supernatant sa opatrne zlial a sediment bol usušený v exikátore (15 min.). 
 Po usušení sa sediment rozpustil v 175 µl TE pufru. 
 
4.5.3.3 Príprava separačnej zmesi na izoláciu DNA z hrubého lyzátu buniek pomocou 
magnetického nosiča 
Separačná zmes bola pripravená podľa tab. 8. 
 
Tab. 8: Príprava separačnej zmesi na izoláciu DNA z doplnkov stravy pomocou magnetického 
nosiča 
Poradie Komponent V (µl) 
1. 5 M NaCl 80 
2. Hrubý lyzát buniek 60 
3. 40% PEG 40 
4. magnetický nosič 20 
 
 
 Zmes pripravená podľa Tab. 8 sa premiešala a inkubovala 15 minút pri laboratórnej 
teplote. 
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 Častice s naviazanou DNA boli odseparované pomocou magnetu 15 min. pri 
laboratórnej teplote. 
 Supernatant sa opatrne odpipetoval do odpadnej Eppendorfovej skúmavky a magnet 
bol uvoľnený z magnetického pásu. 
 Skúmavka obsahujúca nosič s naviazanou DNA bola premytá 1 ml 70% etanolu. 
 Častice s naviazanou DNA boli odseparované pomocou magnetu 2 min. pri 
laboratórnej teplote. 
 Etanol sa opatrne zlial a skúmavky sa usušili v termostate pri teplote 55 °C do 
vyprchania etanolu. 
 DNA bola eluovaná do 100 µl TE pufru do druhého dňa. 
 Častice boli odseparované 2 min. pri laboratórnej teplote 
 Eluovaná DNA bola odpipetovaná do čistej skúmavky. 
 
4.5.4 Meranie koncentrácie DNA vzoriek 
Koncentrácia vzoriek DNA bola meraná spektrofotometricky pomocou prístroja 
NanoPhotometer. Na meranie koncentrácie DNA izolovanej z čistých bakteriálnych kmeňov 
bol pouţitý Lid 10 a na na meranie koncentrácie DNA izolovanej z doplnkov stravy bol 
pouţitý Lid 5. Ako referenčná vzorka bol pouţívaný TE pufor. Absorbancia sa merala 
v rozmedzí vlnových dĺţok 220 – 320 nm, pričom koncentrácia DNA bola stanovená 
z hodnoty absorbancie A260 pri 260 nm, a to na základe poznatku, ţe DNA o koncentrácii 
50ng/μl má pri tejto vlnovej dĺţke absorbanciu rovnú 1.  
Z pomeru hodnôt A260/A280 sa stanovila čistota DNA. Pomer absorbancií čistej DNA sa 
pohybuje v rozmedzí 1,8 – 2,0. Ak vzorka obsahuje proteíny, je pomer menší ako 1,8, 
v prípade obsahu RNA je pomer väčší neţ 2,0. 
 
4.5.5 Polymerázová reťazová reakcia (PCR) 
Všetky komponenty PCR reakcie boli pred pouţitím vţdy skontrolované a krátko 
zcentrifugované. PCR zmes sa miešala v boxe vopred vysterilizovanom UV ţiarením. 
Výsledný objem namiešaných PCR zmesí bol vţdy 25 µl. 
Programy amplifikácie pouţívané v tejto práci sú zhrnuté v tabuľkách pri podkapitolách 
venovaných PCR, kde jednotlivé riadky znamenajú kroky: 
 
1. Denaturácia DNA pred prvým cyklom 
2. Denaturácia DNA 
3. Hybridizácia primerov 
4. Syntéza DNA reťazcov 
5. Počet cyklov (opakovanie krokov 2 aţ 4) 
6. Dosyntetizovanie reťazca v poslednom kroku 
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4.5.5.1 PCR pre doménu Bacteria 
Amplifikácia PCR produktov bola uskutočnená pomocou primerov špecifických pre doménu 
Bacteria uvedených v tab. 9, zloţenie PCR zmesi uvádza tab. 10 a pouţitý program s názvom 
Lb. HAARMAN je popísaný v tab. 11. 
 
 
Tab. 9: Primery použité na PCR pre doménu Bacteria podľa Haarmanovej 





F_eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 
466 [41] 
R_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT 
 
 
Tab. 10: Zloženie PCR zmesi pre doménu Bacteria 
Poradie Zloţka PCR Objem (µl) 
1. PCR voda 16,5 
2. 10 x reakčný pufor kompletný 2,5 
3. dNTP zmes (10 mM) 1,0 
4. primer F eub (10 pmol/μl) 1,0 
5. primer R eub (10 pmol/μl) 1,0 
6. Taq DNA polymeráza (1U/μl) 2,0 
7. DNA matrica 1,0 
 
 
Tab. 11: Program Lb. HAARMAN požitý pri PCR špecifickej pre doménu Bacteria 
Krok Lb. HAARMAN 
1. 94 °C/5 min. 
2. 94 °C/30 s. 
3. 56 °C/30 s. 
4. 72 °C/1 min. 
5. 30 




4.5.5.2 Rodovo špecifická PCR pre rod Lactobacillus 
Na rodovo špecifickú PCR boli pouţité 2 sady primerov, ktoré sú uvedené v tab. 12. V tab. 13 





Tab. 12: Použité primery na rodovo špecifickú PCR pre rod Lactobacillus 






F_alllact_IS TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 
92 [41] 
R_alllact_IS 
AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA 
CTT AT 
LbLMA1-rev CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 
250 [42] 




Tab. 13: Zloženie PCR zmesí rodovo špecifickej PCR pre rod Lactobacillus 
Poradie Zloţka PCR Objem (µl) 
1. PCR voda 19,0 
2. 10 x reakčný pufor kompletný 2,5 
3. dNTP zmes (10 mM) 0,5 
4. 5´ primer (10 pmol/µl) 0,5 
5. 3´ primer (10 pmol/µl) 0,5 
6. Taq DNA polymeráza (1U/μl) 1,0 




Tab. 14: Programy použité pre PCR špecifickú pre rod Lactobacillus 
Krok LBC ROD HAARMAN LBC ROD DUBERNET 
1. 95 °C/5 min. 94 °C/5 min. 
2. 95 °C/30 s. 94 °C/1 min. 
3. 58 °C/30 s. 55 °C/1 min. 
4. 72 °C/30 s. 72 °C/1 min. 
5. 30 30 




4.5.5.3 Rodovo špecifická PCR pre rod Bifidobacterium 
Na rodovo špecifickú PCR pre rod Bifidobacterium boli pouţité primery uvedené v tab. 15, 
zloţenie pouţitej PCR zmesi je v tab. 16 a program rodovo špecifickej PCR pre rod 
Bifidobacterium zobrazuje tab. 17. 
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Tab. 15: Primery použité na PCR špecifickú pre rod Bifidobacterium 





Bif 164 GGG TGG TAA TGC CGG ATG 
523 [43] 




Tab. 16: Zloženie PCR zmesi rodovo špecifickej PCR pre rod Bifidobacterium 
Poradie Zloţka PCR Objem (µl) 
1. PCR voda 17,0 
2. 10 x reakčný pufor kompletný 2,5 
3. dNTP zmes (10 mM) 0,5 
4. 5´ primer (10 pmol/µl) 0,5 
5. 3´ primer (10 pmol/µl) 0,5 
6. Taq DNA polymeráza (1U/μl) 1,0 




Tab. 17: Program použitý na rodovo špecifickú PCR pre rod Bifidobacterium 
Krok BIFI 523 KOK 
1. 94 °C/5 min. 
2. 94 °C/1 min.. 
3. 55 °C/1 min. 
4. 72 °C/2 min. 
5. 30 





4.5.5.4 Druhovo špecifické PCR 
V práci boli vykonané tieto druhovo špecifické PCR: PCR pre druh Lactobacillus 
rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, 
pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei, pre druh Streptococcus thermophilus, 
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium infantis. 
Pouţité primery na druhovo špecifické PCR sú uvedené v tab. 18, zloţenie PCR zmesí je 







Tab. 18: Primery použité pre druhovo špecifické polymerázové reťazové reakcie 
Špecifickosť 
primeru 








PrI CAG ACT GAA AGT CTG ACG G 
* [44] 
RHaII GCG ATG CGA ATT TCT ATT ATT 
Lactobacillus 
casei/paracasei 
PrI CAG ACT GAA AGT CTG ACG G 
* [44] 
CasII GCG ATG CGA ATT TCT TTT TC 
Lactobacillus 
acidophilus 
Aci16SI ACG TGA ACC AAC AGA TTC AC 
* [44] 
16SII ACT ACC AGG GTA TCT AAT CC 
Lactobacillus 
plantarum 
Lfpr GCC GCC TAA GGT GGG ACA GAT 
* [44] 
PlanII TAA CCT AAC GGT AAA TGC GA 
Lactobacillus 
fermentum 
Lfpr GCC GCC TAA GGT GGG ACA GAT 
* [44] 









GGG AAG CCG TAT CTC TAC GA 
Bifidobacterium 
bifidum 
BiBIF-1 CCA CAT GAT CGC ATG TGA TTG 
278 [45] 
BiBIF-2 CCG AAG GCT TGC TCC CAA A 
Bifidobacterium 
infantis 
BiINF-1 TTC CAG TTG ATC GCA TGG TC 
828 [45] 









CGA ACA GCA TTG ATG TTA 
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Tab. 19: Zloženie PCR zmesí na druhovo špecifické PCR. Objem jednotlivých zložiek je 































2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
dNTP zmes 
(10 mM) 
0,5 1,0 0,5 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5 1,0 
MgCl2 (25 
mM) 
2,0 2,0 – 2,0 2,0 – – – – 
5´ primer 
(10 pmol/µl) 
1,0 1,0 0,5 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5 1,0 
3´ primer 
(10 pmol/µl) 




1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
DNA 
matrica 
3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 
 














1 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min 
2 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/20 s 
3 58 °C/30 s 55 °C/30 s 58 °C/30 s 55 °C/30 s 55 °C/30 s 55 °C/20 s 
4 72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/30 s 
5 30 30 30 30 30 30 
6 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min 








1 94 °C/5 min 94 °C/5 min 95 °C/5 min 
2 94 °C/20 s 94 °C/20 s 95 °C/1 min 
3 55 °C/20 s 55 °C/20 s 58 °C/1 min 
4 72 °C/30 s 72 °C/30 s 72 °C/1 min 
5 30 30 30 
6 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/10 min 
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4.5.6 Gélová elektroforéza PCR produktov na agaróze 
Pri gélovej elektroforéze sa postupovalo podľa troch na seba nadväzujúcich krokov:  
 Príprava agarózového gélu vhodnej hustoty (zabezpečenie optimálneho rozdelenie 
očakávaných fragmentov DNA). 
 Nanesenie vzoriek DNA spolu s vkladacím pufrom do komôrok na géle a preliatie 
gélu TBE pufrom, delenie za napätia 60 V. 
 Farbenie etídium bromidom s následnou vizuálnou detekciou fluorescencie pomocou 
UV transluminátora a fotografická dokumentácia. 
 
Pri gélovej elektroforéze vzoriek vysokomolekulárnej chromozomálnej DNA bol pouţitý 
0,8% agarózový gél. Pre elektroforézu PCR produktov sa zväčša pripravoval gél o hustote 
1,8 %.  
Ak nie je uvedené inak, na gél bolo nanesených 25 μl DNA, resp. PCR produktu spolu 
s 5 μl nanášacieho pufru Yellow load. 
Ako DNA štandard sa pouţíval štandard Malamité (100 bp ladder) a štandard Malamité 
(50 bp ladder). Štandardu sa na gél dávalo 5 μl. 
Výsledky agarózovej gélovej elektroforézy boli dokumentované odfotografovaním gélu 
pomocou digitálneho fotoaparátu Olympus FE-210. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Rast buniek bakteriálnych kmeňov 
Bakteriálne kmene Lactobacillus gasseri K7, Lactobacillus casei LOCK 0908, 
Lactobacillus casei LOCK 0900, Lactobacillus paracasei LOCK  0191 boli kultivované 
v tekutom MRS médiu s 0,05% cysteínom. Kultivácia prebiehala za aeróbnych podmienok 
pri teplote 37 °C. Rast v MRS médiu bol kontrolovaný po 24 hodinách a po 48 hodinách. 
Výsledky sú uvedené v tab. 21. Tieto bakteriálne kmene boli pouţité ako kontrola. 
 








Rast v MRS 
médiu 
24 
Lactobacillus gasseri K7 
plast +++ číry supernatant 
sklo ++ číry supernatant 
Lactobacillus casei LOCK 0900 
plast ++ zákal 
sklo ++ zákal 
Lactobacillus casei LOCK 0908 
plast ++ zákal 
sklo ++ zákal 
Lactobacillus paracacasei LOCK 
0919 
plast – číry supernatant 
sklo +/– číry supernatant 
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Lactobacillus gasseri K7 
plast +++ slabý zákal 
sklo ++ slabý zákal 
Lactobacillus casei LOCK 0900 
plast ++++ zákal 
sklo ++ zákal 
Lactobacillus casei LOCK 0908 
plast ++++ zákal 
sklo +++ zákal 
Lb. paracacasei LOCK 0919 
plast – číry supernatant 
sklo +/– číry supernatant 
Množstvo sedimentu: sediment sa netvorí (–), veľmi malé množstvo (+/–), malé množstvo (+), stredné množstvo 
(++), veľké množstvo (+++) 
 
 Bunky 3 kmeňov (Lactobacillus gasseri K7, Lactobacillus casei LOCK 0908, 
Lactobacillus casei LOCK 0900) rastú, tvoria sediment a zákal. 
 
 
5.1.1 Kontrola čistoty bakteriálnych kmeňov 
Čistota  kultúr sa overila kríţovým rozterom na misky s MRS agarom. Výsledky sú 




Obr. 11: Krížový rozter kultúry Lactobacillus gasseri K7 
 
 Po kultivácii pri teplote 37°C 24 hodín bol pozorovaný nárast jednotlivých kolónii.  
 
5.2 Izolácia DNA z bakteriálnych kmeňov v kvalite vhodnej pre PCR a PCR 
DNA bola purifikovaná z hrubých lyzátov buniek metódou fenolovej extrakcie 
s následným prezráţaním etanolom podľa postupu uvedeného v kapitole Materiál a metódy. 
Kvalita DNA bola overená v PCR s primermi špecifickými pre doménu Bacteria a rod 
Lactobacillus. 
5.2.1 Príprava hrubých lyzátov buniek 
Bakteriálne kultúry Lactobacillus gasseri K7, Lactobacillus casei LOCK 0908, 
Lactobacillus casei LOCK 0900, Lactobacillus paracasei LOCK 0191 boli pripravené 
na izoláciu DNA. Lyzačnými roztokmi bola uskutočnená lýza buniek podľa postupu 
uvedeného v kapitole Materiál a metódy. Agarózová gélová elektroforéza hrubých lyzátov 
buniek je uvedená na obr. 12, beh č. 3-9. Na 0,8% gél bolo nanesených 15 µl hrubého lyzátu 
buniek a 3 µl nanášacieho pufru. 
 V hrubých lyzátoch buniek bola detekovaná prítomnosť DNA.  
5.2.2 Purifikácia DNA 
Purifikovaná DNA sa získala z hrubých lyzátov buniek metódou fenolovej extrakcie 
s následným prezráţaním etanolom (viď kapitolu Materiál a metódy). Prítomnosť a kvalita 
DNA bola overená gélovou elektroforézou na agaróze. Na gél bolo nanesených 15 µl DNA 
a 3µl nanášcieho pufru. Výsledky sú uvedené na obr. 12, beh č. 11-17. 
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Obr. 12: Gélová elektroforéza (0,8% gél) hrubých lyzátov a purifikovanej DNA 
z Lactobacillus gasseri K7, Lactobacillus casei LOCK 0908, Lactobacillus casei LOCK 0900, 
Lactobacillus paracasei LOCK 0191. 
 
 
Beh Mikroorganizmus DNA 
Prítomnosť 
DNA 
1 L. fermentum (10 ng/µl) kontrola ++ 
2 – 
3 L. casei LOCK 0908 
HL 
+/– 
4 L. casei LOCK 0908 +/– 
5 L. gasseri K7 + 
6 L. gasseri K7 +/– 
7 L. casei LOCK 0900 +++ 
8 L. casei LOCK 0900 +++ 
9 L. paracasei LOCK 0919 ++ 
10 – 
11 L. casei LOCK 0908 
FE 
+/– 
12 L. LOCK 0908 +/– 
13 L. gasseri K7 + 
14 L. gasseri K7 +/– 
15 L. casei LOCK 0900 +++ 
16 L. casei LOCK 0900 +++ 
17 L.  paracasei LOCK 0919 ++ 
(+/–), (+), (++), (+++) intenzita  DNA detekcie 
(–)DNA nedetekovaná 
HL: hrubý lyzát buniek 
FE: DNA purifikovaná metódou fenolovej extrakcie 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum 7192T (10 ng/µl) 
 
 V rôznych behoch bolo detekované rôzne mnoţstvo DNA. DNA bola čiastočne 
degradovaná. 
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5.2.3 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie a čistoty purifikovanej DNA  
Pomocou prístroja NanoPhotometer bola spektrofotometricky zmeraná koncentrácia 
purifikovanej DNA. Z nameranej hodnoty koncentrácie a z objemu purifikovanej DNA 
(200 µl) bolo stanovené celkové mnoţstvo izolovanej DNA. Čistota DNA bola stanovená 
z pomeru A260nm/A320nm. Výsledky sú zaznamenané v tab. 22. 
 












120,5 24,1 0,056 0,236 0,108 2,142 3,985 








95,0 19,0 0,055 0,151 0,081 2,161 3,465 
 
 Bola izolovaná relatívne čistá DNA v mnoţstve 19-31,4 µg s koncentráciou od 95 do 
157 ng/µl. 
5.2.4 Riedenie vzoriek DNA kontrolných kmeňov pre pouţitie do PCR 
Vzorky DNA boli nariedené pomocou TE pufru na koncentráciu 10 ng/µl pre pouţitie do 
PCR. Postup riedenia je uvedený v tab. 23. 
 





Riedenie na 10 ng/µl do objemu 100 µl 
mnoţstvo vzorky (µl) mnoţstvo TE pufru (µl) 
1 120,5 8,3 91,7 
2 153,5 6,5 93,5 
3 157,0 6,4 93,6 
4 95,0 10,5 89,5 
 DNA s koncentráciou 10 ng/µl je vhodná pre PCR. 
 
5.2.5 Overenie amplifikácie DNA kontrolných kmeňov pomocou PCR s univerzálnymi 
primermi pre doménu Bacteria 
Amplifikácia DNA bola overená pomocou PCR s univerzálnymi primermi F_eub a R_eub 
pre doménu Bacteria. PCR zmes a amplifikácia boli uskutočnené podľa pokynov uvedených 
v kapitole Materiál a metódy. Produkty polymerázovej reťazovej reakcie (466 bp) boli 
detekované pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. Výsledky sú zaznamenané na obr. 13. 
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Obr. 13: Gélová elektroforéza PCR produktu s veľkosťou 470 bp. Amplifikácia bola pomocou 










1 pozitívna kontrola 10 ++++ 
2 – 
3 L. casei LOCK0908 
10 
+++ 
4 L. casei LOCK 0908 +++ 
5 L. gasseri K7 +++ 
6 L. gasseri K7 +++ 
7 L. casei LOCK 0900 ++++ 
8 L. casei LOCK 0900 ++++ 
9 




11 štandard (5µl) 
(+++), (++++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum CCM 7192T  (10 ng/µl) 
 
 PCR na doménu Bacteria ukázala, ţe sa amplifikovali špecifické PCR produkty. 
 
5.2.6 Overenie amplifikácie DNA kontrolných kmeňov pomocou rodovo špecifickej 
PCR pre rod Lactobacillus 
Pre rodovo špecifickú polymerázovú reakciu boli pouţité primery LbLMA1-rev a R16-1 
špecifické pre rod Lactobacillus. Výsledný PCR produkt má 250 bp. PCR zmes bola 
namiešaná podľa kapitoly Materiál a metódy. Výsledky sú uvedené na obr. 14. 
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Obr. 14: Detekcia PCR produktov špecifických pre rod Lactobacillus (250 bp). Amplifikovaná 
bola DNA (10 ng) pomocou PCR s primermi LbLMA1-rev a R16-1. Na gél bolo nanesených 





purifikovanej DNA v 
PCR zmesi (ng) 
Detekcia PCR 
produktu 
1 štandard (5µl) 
2 pozitívna kontrola 10 +++ 
3 – – – 
4 L. casei LOCK 0908 
10 
+++ 
5 L. casei LOCK 0908 +++ 
6 L. casei LOCK 0900 +++ 
7 L. casei LOCK 0900 +++ 
8 L. gasseri K7 +++ 
9 L. gasseri K7 +++ 
10 
L. paracasei LOCK 
0919 
+++ 
11 – – – 
12 – – – 
13 – – – 
14 negatívna kontrola – – 
(+++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum CCM 7192T  (10 ng/µl) 
 
 DNA všetkých kmeňov sa amplifikovala a bol detekovaný špecifický PCR produkt 
pre rod Lactobacillus. Všetky kmene je moţné zaradiť do rodu Lactobacillus. 
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5.3 Izolácia DNA z doplnkov stravy 
Boli pouţité nasledujúce voľne dostupné doplnky stravy v forme kapslí: 
 
 Biopron 
 Lactobacillus 10+ 
 Swiss natural sources: Laktobacily 5 s L. casei 
 Laktobacily Forte s prebiotikami 
Charakterizácia uvedených doplnkov stravy daná výrobcom je uvedená v kapitole Materiál 
a metódy. Obsah kapslí bol presne zváţený, pričom pri práci sa pouţilo vţdy mnoţstvo 1 g. 
Z hrubých lyzátov buniek bola DNA izolovaná fenolovou extrakciou a pomocou 
magnetického nosiča. Izolovaná DNA sa poţula na amplifikáciu v PCR. 
 
5.3.1 Príprava hrubých lyzátov buniek z jednotlivých výrobkov 
Zo 4 doplnkov stravy boli pripravené hrubé lyzáty buniek podľa postupu uveneného 
v kapitole Materiál a metódy. Bola vykonaná agarózová gélová elektroforéza DNA. 
 
 DNA nebola v hrubých lyzátoch detekovaná. 
 
5.3.1.1 Zakoncentrovanie hrubých lyzátov buniek z jednotlivých výrobkov 
Hrubé lyzáty boli 2 krát zakoncentrované podľa postupu uvedeného v kapitole Materiál 





















Obr. 15: Detekcia prítomnosti DNA v zakoncentrovaných hrubých lyzátoch buniek z doplnkov 
stravy pomocou agarózovej gélovej elektroforézy (0,8% gél). 
 
 
Beh Hrubý lyzát buniek Prítomnosť DNA 
1 APO ++ 
2 SWISS +/– 
3 BIOPRON ++ 
4 FORTE + 
(+/–), (+), (++), (+++) intenzita  DNA detekcie 
(–)DNA nedetekovaná 
 
 V zakoncentrovaných hrubých lyzátoch buniek bolo detekované malé mnoţstvo 
degradovanej DNA. 
 
5.3.2 Izolácia DNA zo zakoncentrovaných hrubých lyzátov buniek z doplnkov stravy 
metódou fenolovej extrakcie 
Odobralo sa 500 µl zo zakoncentrovaných hrubých lyzátov buniek z doplnkov stravy 
a pridalo sa rovnaké mnoţstvo fenolu a postupovalo sa podľa kapitoly Materiál a metódy. 
Po pridaní fenolu, premiešaní a následnej centrifugácii  nevznikla vodná fáza s DNA. 
Následne bol k zmesi pridaný TE pufor. Po centrifugácii nebol stále výsledok uspokojivý. 
 
 Napriek opakovaniam nebola izolácia DNA metódou fenolovej extrakcie 
z analyzovaných doplnkov stravy úspešná. 
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5.4 Izolácia DNA z doplnkov stravy pomocou magnetického nosiča 
Z dôvodu problémov vzniknutých pri izolácii DNA metódou fenolovej extrakcie sa 
na separáciu DNA zo zakoncentrovaných hrubých lyzátov buniek pouţil magnetický nosič 
P(HEMA- co- GMA). 
Najprv bolo optimalizované mnoţstvo lyzozýmu na prípravu hrubých lyzátov buniek, 
potom bola izolovaná DNA a realizovaná PCR. 
 
5.4.1 Optimalizácia mnoţstva lyzozýmu na prípravu hrubých lyzátov buniek na 
doplnku stravy Forte 
Na doplnku stravy Forte bol otestovaný vplyv rôzneho mnoţstva lyzozýmu na prípravu 
hrubého lyzátu buniek. Výrobok bol spracovaný podľa postupu v kapitole Materiál a metódy. 
Mnoţstvo pridaného lyzozýmu bolo 6, 9, 10, 15, 20 a 25 mg/ml. DNA bola separovaná 
pomocou magnetického nosiča P(HEMA - co- GMA)-COOH (viď Materiál a metódy). 
 
5.4.1.1 Meranie koncentrácie DNA vo vzorkách 
Koncentrácia DNA izolovanej z hrubých lyzátov buniek pripravených s rôznym 
mnoţstvom lyzozýmu bola nameraná spektrofotometricky (viď tab. 24). Z objemu eluátu 
(100µl) a nameranej koncentrácie bolo stanovené mnoţstvo DNA.  
 
Tab. 24: Meranie koncentrácie DNA izolovanej pomocou magnetického nosiča z hrubých 









A230 A260  A280 A320 A260/A280 A260/A320 
1 6 3,875 387,5 0,022 0,016 0,011 0,002 1,536 0,715 
2 9 3,375 337,5 0,029 0,024 0,021 0,001 1,357 0,734 
3 10 3,875 387,5 0,030 0,024 0,022 0,009 1,154 0,760 
4 15 5,500 550,0 0,039 0,033 0,026 0,011 1,408 0,774 
5 20 6,375 637,5 0,042 0,042 0,032 0,014 1,420 0,915 
6 25 8,625 862,5 0,061 0,054 0,041 0,016 1,380 0,742 
 
 Najväčšia koncentrácia DNA bola stanovená vo vzorke číslo 6, kde na lýzu buniek 
bolo pouţitých 25 mg/ml lyzozýmu.  
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5.4.2 Amplifikácia DNA izolovanej magnetickým nosičom z doplnku stravy Forte 
pomocou primerov na doménu Bacteria 
Na overenie amplifikovateľnosti DNA izolovanej z doplnku stravy Forte, na ktorom bol 
testovaný vplyv lyzozýmu (6, 9, 10, 15, 20 a 25 mg/ml), bola pouţitá polymerázová reťazová 
reakcia pomocou univerzálnych primerov F_eub a R_eub (veľkosť amplifikovaného 
fragmentu je 466 bp). Pouţitý program a PCR zmes sú uvedené v kapitole Materiál a metódy. 
Amplifikácia bola opakovaná stále s rovnakým výsledkom. Agarózová gélová elektroforéza 
PCR produktov je uvedená na obr. 16. 
 
Obr. 16: Detekcia PCR produktu (466 bp) pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. Boli 
použité univerzálne primery podľa Haarmanovej F_eub a R_eub. Amplifikovaná bola DNA 
izolovaná z výrobklu Forte pomocou magnetického nosiča z hrubých lyzátov buniek. Lyzačný 
roztok obsahoval rôzne množstvá lyzozýmu 
 
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Mnoţstvo lyzozýmu (mg/ml)* Detekcia   
1 štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 
3 – 
4 3,9 6 +/– 
5 3,4 9 + 
6 3,9 10 +++ 
7 5,5 15 ++ 
8 6,4 20 + 
9 8,6 25 + 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum CCM 7192T  (10 ng/µl) 
* Mnoţstvo lyzozýmu: mg/ml lyzačného roztoku 
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 Z obr. 16 je vidieť, ţe najlepšie sa amplifikovala DNA zo vzorky, kde sa na prípravu 
hrubých lyzátov buniek pouţilo 10 mg/ml lyzozýmu. 
5.4.3 Amplifikácia DNA izolovanej magnetickým nosičom z doplnku stravy Forte 
pomocou rodovo špecifickej PCR pre rod Lactobacillus 
DNA z doplnku stravy Forte bola amplifikovaná pomocou PCR so špecifickými primermi 
LbLMA1-rev a R16-1 (viď Materiál a metódy). Výsledný PCR produkt má 250 bp. Výsledky 
detekcie PCR produktov sú uvedené na obr. 17. 
 
Obr. 17: Detekcia špecifického PCR produktu (250 bp) pomocou agarózovej gélovej 
elektroforézy. Boli použité primery LbLMA1-rev a R16-1. Amplifikovaná bola DNA izolovaná 




Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Mnoţstvo lyzozýmu (mg/ml)* Detekcia  
1 štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 
3 – 
4 3,875 6 +/– 
5 3,375 9 + 
6 3,875 10 +++ 
7 5,5 15 + 
8 6,375 20 + 
9 8,625 25 + 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum CCM 7192T  (10 ng/µl) 
* Mnoţstvo lyzozýmu: mg/ml lyzačného roztoku 
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 Z obr. 17 vyplýva, ţe najlepšie sa amplifikovala DNA zo vzorky, kde sa na prípravu 
hrubých lyzátov buniek pouţilo 10 mg/ml lyzozýmu. 
 
5.5 Izolácia DNA z hrubých lyzátov buniek analyzovaných doplnkov stravy 
pomocou magnetického nosiča 
K 1 g obsahu z kaţdého analyzovaného doplnku stravy bol pridaný lyzačný roztok. 
Optimalizácia mnoţstva lyzozýmu na prípravu hrubých lyzátov buniek ukázala, ţe 
najvhodnejšie mnoţstvo lyzozýmu je 10 mg/ml lyzačného roztoku. Hrubé lyzáty boli dvakrát 
zakoncentrované. Z takto pripravených hrubých lyzátov buniek bola DNA izolovaná 
pomocou magnetického nosiča P(HEMA-co-GMA) (viď kapitolu Materiál a metódy). DNA 
bola eluovaná do 100 µl TE pufru. 
 
5.5.1 Meranie koncentrácie DNA izolovanej z doplnkov stravy pomocou magnetického 
nosiča 
Koncentrácia DNA vo vzorkách bola nameraná spektrofotometricky. Z objemu eluátu 
(100µl) a nameranej koncentrácie bolo stanovené celkové mnoţstvo izolovanej DNA 
(tab. 25). 
 






A230 A260  A280 
1 Forte 5,50 550 0,010 0,023 0,008 
2 Biopron 14,90 1490 0,078 0,078 0,046 
3 Swiss 6,00 600 0,014 0,033 0,017 
4 APO 8,13 813 0,015 0,045 0,032 
 
 V tabletách bola nameraná koncentrácia DNA od cca 5 ng/µl do cca 15 ng/µl, celkom 
bolo izolovaných 550 aţ 1490 ng DNA. 
 
 
5.6 Amplifikácia DNA izolovanej z doplnkov stravy pomocou magnetického 
nosiča 
Na amplifikáciu DNA izolovanej z výrobkov Forte, Swiss, APO a Biopron pomocou 
magnetického nosiča P(HEMA-co-GMA) a dôkaz prítomnosti jednotlivých rodov baktérií 
a bakteriálnych druhov bola pouţitá polymerázová reťazová reakcia (PCR).  
 
 
5.6.1 PCR s primermi F_eub a R_eub špecifickými na doménu Bacteria 
 DNA izolovaná z doplnkov stravy bola amplifikovaná pomocou primerov F_eub a R_eub 
(veľkosť amplifikovaného fragmentu: 466 bp). PCR zmes a PCR program sú uvedené 
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v kapitole Materiál a metódy. Koncentrácia DNA v PCR zmesi je uvedená v tab. 25. Ako 
pozitívna kontrola bola pouţitý bakteriálny kmeň  Lactobacillus fermentum CCM 7192T 
(10 ng/µl). DNA v negatívnej kontrole bola nahradená PCR vodou. Produkty polymerázovej 
reťazovej reakcie boli detekované pomocou gélovej elektroforézy (1,8% agarózový gél). 
Výsledky zobrazuje obr. 18. 
 
Obr. 18: Gélová elektroforéza PCR produktu (466 bp). Použité boli primery F_eub a R_eub. 
DNA bola izolovaná pomocou magnetického nosiča z doplnkov stravy 
 
 
Beh Doplnok stravy 
Mnoţstvo 




1 štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola (10 ng/µl) 
3 – 
4 Forte 5,50 ++ 
5 Biopron 14,90 +++ 
6 APO 8,13 +++ 
7 Swiss 6,00 ++ 
8 – 
9 – 
10 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum CCM  7192T  (10 ng/µl) 
 
 DNA izolovaná pomocou magnetického nosiča z doplnkov stravy je amplifikovateľná 
pre doménu Bacteria. Boli detekované PCR produkty s rôznou intenzitou. 
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5.7 Rodovo špecifická PCR pre rod Lactobacillus a Bifidobacterium 
Na dôkaz prítomnosti baktérii rodov Lactobacillus a Bifidobacterium bola pouţitá rodovo 
špecifická PCR.  
5.7.1 Rodovo špecifická PCR pre rod Lactobacillus pouţitím primerov LbLMA1-rev 
a R16-1 
DNA izolovaná z jednotlivých výrobkov pomocou magnetického nosiča bola 
amplifikovaná pomocou primerov LbLMA1-rev a R16-1 špecifických pre rod Lactobacillus. 
Výsledný PCR produkt má 250 bp. PCR zmes a pouţitý PCR program sú uvedené v kapitole 
Materiál a metódy. Ako pozitívna kontrola bol pouţitý bakteriálny kmeň  Lactobacillus 
fermentum CCM 7192
T
 (10 ng DNA). DNA v negatívnej kontrole bola nahradená PCR 
vodou. Výsledky sú uvedené na obr. 19. 
 
Obr. 19: Detekcia PCR produktu (250 bp) pomocou gélovej elektroforézy. Amplifikovaná 
DNA bola izolovaná magnetickým nosičom. Boli použité primery LbLMA-1 a R16-1 špecifické 
pre rod Lactobacillus 
 
 
Beh Doplnok stravy 
Mnoţstvo DNA v 
PCR zmesi (ng) 
Detekcia PCR 
produktu 
1 štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 
3 – 
4 Forte 5,50 ++ 
5 Biopron 14,90 +/– 
6 APO 8,13 ++ 




11 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum  CCM 7192T  (10 ng/µl) 
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 Všetky vzorky DNA izolované z doplnkov stravy sa pomocou primerov LbLMA1-rev 
a R16-1 amplifikovali, pri kaţdej bol pozorovaný špecifický PCR produkt rôznej 
intenzity pre rod Lactobacillus. 
 
5.7.1.1 Citlivosť rodovo špecifickej PCR s primermi LbLMA-1 a R16-1 
Purifikovaná DNA (Lactobacillus fermentum CCM 7192T) bola nariedená TE pufrom aţ 
na koncentráciu 1 fg/µl. Bola stanovená citlivosť rodovo špecifickej PCR pre Lactobacillus 
podľa Dubernetovej, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné 
pomocou PCR a je ešte detekovateľné na géle. Výsledky sú na obr. 20. 
 
Obr. 20: Detekcia PCR produktu (250 bp) pomocou gélovej elektroforézy. Na amplifikáciu 
DNA izolovanej fenolovou extrakciou boli použité primery LbLMA-1 a R16-1 špecifické 











Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 10 ng +++ 
3 1 ng ++ 
4 100 pg + 
5 10 pg +/– 
6 1 pg – 
7 100 fg – 
8 10 fg – 
9 1 fg – 
10 pozitívna kontrola 
11 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Pozitívna kontrola: Lactobacillus fermentum  CCM 7192T  (10 ng/µl) 
 
 Najniţšie mnoţsto DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte detekovaný na 1,8% 
agarózovom géle, je 10 pg. 
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5.7.2 Rodovo špecifická PCR pre rod Lactobacillus pouţitím primerov F_alllact_IS 
a R_alllact_IS 
Amplifikácia DNA izolovanej z doplnkov stravy pomocou magnetického nosiča prebehla 
pouţitím primerov F_alllact_IS a R_alllact_IS podľa (viď kapitolu Materiál a metódy). 
Výsledný PCR produkt má veľkosť 92 bp. Ako pozitívna kontrola bol pouţitý bakteriálny 
kmeň Lactobacillus fermentum CCM 7192T (10 ng/µl). DNA v negatívnej kontrole bola 
nahradená PCR vodou. Detekciu PCR produktov pomocou agarózovej gélovej elektroforézy 
zobrazuje obr. 21. 
  
Obr. 21: Detekcia PCR produktu (92 bp) pomocou gélovej elektroforézy. Amplifikovaná DNA 
bola izolovaná magnetickými časticami. Boli použité primery F_alllact_IS a R_alllact_IS 
špecifické pre rod Lactobacillus 
     
 
Beh Doplnok stravy 
Mnoţstvo DNA v 
PCR zmesi (ng) 
Detekcia PCR 
produktu 
1 štandard 50 bp 
2 APO 8,13 +++ 
3 Swiss 6,00 ++ 
4 Biopron 14,90 +++ 
5 Forte 5,50 +++ 
6 – 
7 – 
8 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
Š = štandard, PK = pozitívna kontrola Lactobacillus fermentum CCM7192T 
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 Všetky vzorky DNA izolované z doplnkov stravy sa pomocou primerov F_alllact_IS 
a R_alllact_IS amplifikovali, pri kaţdej bol pozorovaný špecifický PCR produkt 
pre rod Lactobacillus. 
 
5.7.2.1 Citlivosť  rodovo špecifickej PCR pre Lactobacillus s primermi F_alllact_IS 
a R_alllact_IS 
Purifikovaná DNA (Lactobacillus fermentum CCM 7192T) bola nariedená TE pufrom aţ 
na koncentráciu 1 fg/µl. Bola stanovená citlivosť rodovo špecifickej PCR pre Lactobacillus, 
to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné pomocou PCR a je ešte 
detekovateľné na géle (viď obr. 22). 
 
Obr. 22: Detekcia PCR produktov (92 bp) pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. 
Amplifikované boli rôzne množstvá DNA izolovanej fenolovou extrakciou pomocou primerov 
F_alllact_IS a R_alllact_IS špecifických pre rod Lactobacillus 
 
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 – 
3 10 ng +++ 
4 1 ng ++ 
5 100 pg + 
6 10 pg +/– 
7 1 pg – 
8 100 fg – 
9 10 fg – 




14 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
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 Najniţšia koncentrácia DNA, ktorá dáva PCR produkt, a ten je ešte dobre detekovaný 
na 1,8% agarózovom géle, je 100 pg/µl. 
 
5.7.3 Rodovo špecifická PCR pomocou primerov BIF 164 a BIF 662 pre rod 
Bifidobacterium 
DNA izolovaná z doplnkov stravy pomocou magnetického nosiča bola amplifikovaná 
pouţitím primerov Bif 164 a Bif 662 špecifických pre rod Bifidobacterium. PCR zmes a PCR 
program sú uvedené v kapitole Materiál a metódy. Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA. 
Výsledný PCR produkt má veľkosť 523 bp. Ako pozitívna kontrola bola pouţitá DNA 
bakteriálneho kmena Bifidobacterium breve 49 (10 ng/µl). Výsledky agarózovej gélovej 
elektroforézy sú uvedené na obr. 23. 
 
Obr. 23: Detekcia PCR produktu (532 bp) pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. 
Amplifikovaná bola DNA izolovaná z doplnkov stravy pomocou magnetického nosiča. 
Na amplifikáciu DNA bola použitá rodovo špecifická PCR pre rod Bifodobacterium 
s primermi Bif 164 a Bif 664 
 
 
Beh Doplnok stravy 
Mnoţstvo DNA v 
PCR zmesi (ng) 
Detekcia PCR 
produktu 
1 štandard 100 bp 
2 PK 30,00 +++ 
3 APO 24,39 ++ 
4 Swiss 18,00 +/– 
5 Biopron 44,70 ++ 
6 Forte 16,50 ++ 
7 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
PK = pozitívna kontrola Bifidobacterium breve 49 (10 ng/µl). 
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 DNA zo všetkých doplnkov stravy sa amplifikovala v PCR za vzniku špecifického 
PCR produktu. PCR produkt v behu č. 4 bol slabšej intenzity. 
 
5.7.3.1 Citlivosť rodovo špecifickej PCR pre rod Bifidobacterium (primery Bif 164 
a Bif 664) 
Purifikovaná DNA (Bifidobacterium breve 49) bola nariedená TE pufrom aţ 
na koncentráciu 1 fg/µl. Bola stanovená citlivosť rodovo špecifickej PCR pre 
Bifidobacterium, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné pomocou 
PCR a je ešte detekovateľné na géle. Výsledky sú uvedené na obr. 24. 
 
Obr. 24: Detekcia PCR produktov (523 bp) pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. 
Amplifikované boli rôzne množstvá DNA izolovanej fenolovou extrakciou pomocou primerov 
Bif 164 a Bif 662 špecifických pre rod Bifidobacterium 
 
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 10 ng ++++ 
3 1 ng +++ 
4 100 pg ++ 
5 10 pg + 
6 1 pg – 
7 100 fg – 
8 10 fg – 
9 1 fg – 
10 – 
11 pozitívna kontrola 
12 – 
13 negatívna kontrola 
(+), (++), (++++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Najniţšia koncentrácia DNA, ktorá dáva PCR produkt, a ten je ešte detekovaný 
na 1,8% agarózovom géle je, 10 pg/µl. 
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5.8 Druhovo špecifická PCR  
Boli vykonané druhovo špecifické PCR na dôkaz DNA baktérií deklarovaných výrobcami 
v doplnkoch stravy. Jednalo sa o tieto druhovo špecifické PCR: PCR pre druh Lactobacillus 
rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, 
pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei, pre druh Streptococcus thermophilus, 
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium infantis. 
Zároveň bolo sledované najniţšie mnoţstvo DNA amplifikované v PCR dávajúce PCR 
produkt detekovateľný na géle. 
5.8.1 Druhovo špecifická PCR pre Lactobacillus rhamnosus s primermi PrI a RHaII 
Pre PCR špecifickú pre druh Lactobacillus rhamnosus boli pouţité primery PrI a RHa II 
(viď kapitolu Materiál a metódy). Na 1,8% agarózovom géle boli detekované 2 PCR produkty 
s veľkosťou 400 bp a 200 bp. Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA. Výsledky sú uvedené 
na obr. 25. Ako pozitívna kontrola bol pouţitý Lactobacillus rhamnosus 1825T 
s koncentráciou 10 ng/µl. V negatívnej kontrole bola DNA nahradená PCR vodou. 
 
Obr. 25: Detekcia špecifických PCR produktov (200 bp a 400 bp). Na amplifikáciu bola 
použitá PCR pre druh Lactobacillus rhamnosus a DNA izolovaná zo 4 doplnkov stravy 
magnetickým nosičom  
 
 
Beh Doplnok stravy Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,0 +++ 
3 APO 24,4 + 
4 SWISS 18,0 +/– 
5 BIOPRON 44,7 ++ 
6 FORTE 16,5 +/– 
7 – – – 
8 – – – 
9 negatívna kontrola – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
  63 
 DNA izolovaná zo všetkych 4 doplnkov stravy bola amplifikovaná pomocou PCR 
špecifickej pre druh Lactobacillus rhamnosus. Najväčšiu intenzitu mal PCR produkt 
v behu č. 5 (DNA izolovaná z doplnku stravy Biopron). PCR produkty v behu č. 4 a 6 
majú veľmi slabú intenzitu. 
5.8.1.1 Citlivosť PCR špecifickej pre druh Lactobacillus rhamnosus 
Izolovaná DNA (Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T ) bola nariedená aţ na koncentráciu 
1 fg/µl. Bolo stanovené najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré dáva špecifický PCR produkt (DNA 
bola amplifikovaná pomocou PCR špecifickej pre druh Lactobacillus rhamnosus), a ten je 
ešte detekovateľný na agarózovom géle. Výsledky sú uvedené na obr. 26. 
 
 
Obr. 26: Detekcia špecifických PCR produktov (200 a 400 bp). Amplifikácia DNA sa 
uskutočnila pomocou primerov PrI a RHa II špecifických pre druh Lactobacillus rhamnosus.  
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
– – 
2 10 ng +++ 
3 1 ng ++ 
4 100 pg + 
5 10 pg +/– 
6 – – 
7 negatívna kontrola +/– 
(+/– ), (+), (++), (++++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Najniţšia koncentrácia DNA, ktorá dáva PCR produkt, a ten je ešte detekovaný 
na 1,8% agarózovom géle je, 10 pg/µl. 
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5.8.2 Druhovo špecifická PCR pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei s primermi 
PrI a CasII 
Pre PCR špecifickú pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei boli pouţité primery PrI 
a CasII. PCR program a PCR zmes sú uvedené v kapitole Materiál a metódy. Do PCR zmesi 
boli pouţité 3 µl DNA. Ako pozitívna kontrola bol pouţitý Lactobacillus paracasei ssp. 
paracasei CCM 1753
T
 s koncentráciou 10 ng/µl. V negatívnej kontrole bola DNA nahradená 
PCR vodou. 
Na 1,8% agarózovom géle boli detekované 2 PCR produkty s veľkosťou 400 bp a 200 bp. 
Výsledky sú uvedené na obr. 27. 
 
Obr. 27: Detekcia špecifických PCR produktov (200 bp a 400 bp) pomocou agarózovej 
gélovej elektroforézy. Na amplifikáciu bola použitá PCR špecifická pre skupinu Lactobacillus 
casei/paracasei a DNA izolovaná magnetickým nosičom zo 4 doplnkov stravy.  
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 24,38 ++ 
4 SWISS 18,38 +/– 
5 BIOPRON 44,70 ++ 
6 FORTE 16,50 ++ 
7 negatívna kontrola  – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Vo všetkých behoch boli detekované špecifické PCR produkty s rôznou intenzitou. 
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5.8.2.1 Citlivosť PCR špecifickej pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei 
Vyizolovaná a purifikovaná DNA (Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCM 1753T) 
bola nariedená TE pufrom aţ na koncentráciu 10 pg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR 
špecifickej pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, 
ktoré je amplifikovateľné pomocou PCR a je ešte vizuálne detekovateľné na géle (viď 
obr. 28). 
 
Obr. 28: Detekcia špecifických PCR produktov (200 bp a 400 bp). DNA izolovaná z kmeňa 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCM 1753
T
 bola amplifikovaná pomocou primerov 
PrI a CasII špecifických pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei 
 
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 – 
3 10 ng +++ 
4 1 ng ++ 
5 100 pg + 
6 10 pg +/– 
7 – – 
8 pozitívna kontrola – 
9 – – 
10 negatívna kontrola – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 
 Z obr. 28 je zrejmé, ţe najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte 
viditeľne detekovaný na 1,8% agarózovom géle, je 10 pg. 
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5.8.3 Druhovo špecifická PCR pre druh Lactobacillus plantarum Lfpr a PlanII 
Na druhovo špecifickú PCR pre druh Lactobacillus plantarum boli pouţité primery Lfpr 
a PlanII. Program na PCR a PCR zmes sú popísané v kapitole Materiál a metódy. Do PCR 
zmesi boli pouţité 3 µl DNA. Ako pozitívna kontrola bol pouţitý Lactobacillus plantarum 
CCM 7039
T
 s koncentráciou 10 ng/µl. V negatívnej kontrole bola DNA nahradená PCR 
vodou. 
Na 1,8% agarózovom géle boli detekované 2 špecifické PCR produkty s veľkosťou 300 bp 
a 500 bp. Výsledky sú uvedené na obr. 29. 
 
Obr. 29: Detekcia špecifických PCR produktov (300 bp a 500 bp) pomocou agarózovej 
gélovej elektroforézy. Na amplifikáciu DNA izolovanej z doplnkov stravy magnetickým 
nosičom bola použitá PCR špecifická pre druh Lactobacillus plantarum  
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 24,38 – 
4 SWISS 18,00 – 
5 BIOPRON 44,70 – 
6 FORTE 16,50 – 
7 – – – 
8 negatívna kontrola – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Po amplifikácii nebol detekovaný PCR produkt špecifický pre druh Lactobacillus 
plantarum v ţiadnom výrobku, len v pozitívnej kontrole. 
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5.8.3.1 Citlivosť PCR špecifickej pre druh Lactobacillus plantarum s primermi Lfpr 
a Plan II 
Purifikovaná DNA Lactobacillus plantarum CCM 7039T bola nariedená TE pufrom aţ na 
koncentráciu 10 pg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR špecifickej pre druh Lactobacillus 
plantarum, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné pomocou PCR 
a je ešte vizuálne detekovateľné na géle. Výsledky sú na obr. 30. 
 
 
Obr. 30: Detekcia špecifických PCR produktov (300 bp a 500 bp). Rôzne množstvá DNA 
izolovanej z kmeňa Lactobacillus plantarum CCM 7039T metódou fenolovej extrakcie boli 




Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 – 
3 10 ng +++ 
4 1 ng ++ 
5 100 pg +/– 
6 10 pg – 
7 – – 
8 pozitívna kontrola +++ 
9 negatívna kontrola – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Z obr. 30 je vidieť, ţe najniţšie mnoţstvo DNA, ktorá dáva PCR produkt, a ten je ešte 
viditeľne detekovaný na 1,8% agarózovom géle je, 100 pg. 
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5.8.4 Druhovo špecifická PCR pre druh Lactobacillus acidophilus s primermi Aci16SI 
a 16SII 
Na druhovo špecifickú PCR pre druh Lactobacillus acidophilus boli pouţité primery 
Aci16SI a 16SII. Podľa kapitoly Materiál a metódy bola namiešaná PCR zmes a vybraný 
PCR program. Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA. Ako pozitívna kontrola bol pouţitý 
Lactobacillus acidophilus CCM 4833
T
 s koncentráciou 10 ng/µl. V negatívnej kontrole bola 
DNA nahradená PCR vodou. 
Na 1,8% agarózovom géle bol detekovaný 1 špecifický PCR produkt s veľkosťou 750 bp. 
Výsledky sú uvedené na obr. 31. 
 
Obr. 31: Agarózová gélová elektroforéza PCR produktov (750 bp) špecifických pre druh 
Lactobacillus acidophilus. Amplifikovaná DNA bola izolovaná magnetickým nosičom zo 4 
doplnkov stravy pomocou primerov Aci16SI a 16SII 
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 24,38 – 
4 SWISS 18,00 – 
5 BIOPRON 44,70 – 
6 FORTE 16,50 + 
7 – – – 
8 negatívna kontrola – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 PCR produkt nízkej intenzity špecifický pre druh Lactobacillus acidophilus bol 
detekovaný vo výrobku Forte (beh č. 6). 
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5.8.4.1 Citlivosť PCR špecifickej pre druh Lactobacillus acidophilus s primermi Aci16SI 
a 16SII 
Purifikovaná DNA (Lactobacillus acidophilus CCM 4833T) bola nariedená TE pufrom aţ 
na koncentráciu 1 fg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR špecifickej pre druh Lactobacillus 
acidophilus, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné pomocou PCR 
a je ešte vizuálne detekovateľné na géle (obr. 32). 
 
Obr. 32: Detekcia špecifických PCR produktov (750 bp) pre druh Lactobacillus acidophilus. 
DNA izolovaná fenolovou extrakciou z kmeňa Lactobacillus acidophilus CCM 4833T bola 
amplifikovaná pomocou primerov Aci16SI a 16SII  
 
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 10 ng ++++ 
2 1 ng +++ 
3 100 pg ++ 
4 10 pg + 
5 1 pg – 
6 100 fg – 
7 10 fg – 
8 1 fg – 
9 – – 
10 pozitívna kontrola +++ 
11 – 
12 štandard 100 bp 
(+), (++), (+++), (++++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte viditeľne detekovaný 
na 1,8% agarózovom géle je, 10 pg. 
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5.8.4.2 Optimalizácia množstva použitej DNA, izolovanej z doplnku stravy APO 
magnetickým nosičom, do PCR špecifickej pre druh Lactobacillus acidophilus 
Na doplnku stravy APO bol otestovaný vplyv mnoţstva DNA pouţitej do PCR špecifickej 
pre druh Lactobacillus acidophilus a MgCl2 na intenzitu PCR produktu. Do PCR zmesi sa 
pouţil 1 µl, 3 µl, 5 µl DNA a MgCl2. Počet cyklov PCR bol zvýšený na 35. Výsledok je 
uvedený na obr. 33. 
 
Obr. 33: Detekcia PCR produktov pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. V PCR zmesi 
boli použité rôzne množstvá DNA (beh č. 3-5) a boli navyše pridané 2 µl MgCl2 (beh č. 6). 
Počet cyklov PCR bol 35 
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 1 µl 8,13 – 
4 APO 3 µl 24,38 – 
5 APO 5 µl 40,63 – 
6 APO MgCl2/2 µl 24,38 – 
7 negatívna kontrola – – 
 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Špecifický PCR produkt pre druh Lactobacillus acidophilus sa nepodarilo v daných 
podmienkach v doplnku stravy APO detekovať ani po zvýšení mnoţstva DNA v PCR 
zmesi a počtu cyklov na 35. 
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5.8.5 Druhovo špecifická PCR pre druh Lactobacillus fermentum s primermi Lfpr 
a FermII 
Na druhovo špecifickú PCR pre druh Lactobacillus fermentum boli pouţité primery Lfpr 
a FermII (viď Materiál a metódy). Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA. Ako pozitívna 
kontrola bol pouţitý Lactobacillus fermentum CCM 7192T s koncentráciou 10 ng/µl. 
V negatívnej kontrole bola DNA nahradená PCR vodou. 
Na 1,8% agarózovom géle boli detekované 3 špecifické PCR produkty s veľkosťou 600, 
490, 290  bp. Výsledky sú uvedené na obr. 34. 
 
Obr. 34: Agarózová gélová elektroforéza PCR produktov špecifických pre druh pre druh 
Lactobacillus fermentum. Veľkosť PCR produktov bola 290, 490 a 600 bp. Amplifikovaná 
DNA bola izolovaná zo 4 doplnkov stravy magnetickým nosičom.  
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 24,38 – 
4 SWISS 18,00 – 
5 BIOPRON 44,70 – 
6 FORTE 16,50 – 
7 –  – – 
8 negatívna kontrola   – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Špecifické PCR produkty pre druh Lactobacillus fermentum sa podarilo detekovať len 
v pozitívnej kontrole. 
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5.8.5.1 Citlivosť PCR špecifickej pre druh Lactobacillus fermentum s primermi Lfpr 
a FermII 
Vyizolovaná a purifikovaná DNA (Lactobacillus fermentum CCM 7192T) bola nariedená 
TE pufrom aţ na koncentráciu 1 fg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR špecifickej pre druh 
Lactobacillus fermentum, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné 
pomocou PCR a je ešte vizuálne detekovateľné na géle. Výsledky zobrazuje obr. 35. 
 
Obr. 35: Detekcia špecifických PCR produktov (290, 490 a 600 bp) pre Lactobacillus 






Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 – 
3 10 ng +++ 
4 1 ng ++ 
5 100 pg + 
6 10 pg +/– 
7 1 pg – 
8 100 fg – 
9 10 fg – 
10 1 fg – 
11 – 
12 – 
13 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Z obr. 35 je zrejmé, ţe najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte 
viditeľne detekovaný na 1,8% agarózovom géle, je 100 pg. PCR produkt veľmi slabej 
intenzity môţeme pozorovať v behu č. 6 (10 pg). 
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5.8.6 Druhovo špecifická PCR pre druh Bifidobacterium longum s primermi BiLON-1 
a BiLON-2 
Na druhovo špecifickú PCR pre druh Bifidobacterium longum boli pouţité primery 
BiLON-1 a BiLON-2 (viď Materiál a metódy). Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA. Na 
1,8% agarózovom géle boli detekované špecifické PCR produkty s veľkosťou 831 bp. Ako 
pozitívna kontrola bol pouţitý kmeň Bifidobacterium longum ATCC 15707 Výsledky 
zobrazuje obr. 36. 
 
Obr. 36: Detekcia PCR produktu (831 bp) špecifických pre druh B. longum. Amplifikovaná 
DNA bola izolovaná z doplnkov stravy pomocou magnetického nosiča. Amplifikácia prebehla 
použitím primerov BiLON-1 a BiLON-2 
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 24,38 ++ 
4 SWISS 18,00 +/– 
5 BIOPRON 44,70 ++ 
6 FORTE 16,50 – 
7 – – – 
8 – – – 
9 negatívna kontrola – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 PCR produkty vysokej intenzity špecifické pre druh Bifidobacterium longum boli 
detekované pri DNA izolovanej z doplnkov stravy pod názvom APO a Biopron (beh č. 
3 a 5). PCR produkt slabšej intenzity bol delekovaný v doplnku stravy Swiss (beh č.4). 
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5.8.6.1 Citlivosť druhovo špecifickej PCR pre druh Bifidobacterium longum s primermi 
BiLON-1 a BiLON-2 
Vyizolovaná a purifikovaná DNA (Bifidobacterium longum ATCC 15707) bola nariedená 
TE pufrom aţ na koncentráciu 1 fg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR špecifickej pre druh 
Bifidobacterium longum, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné 
pomocou PCR a je ešte vizuálne detekovateľné na géle (obr. 37). 
 
 
Obr. 37: Detekcia PCR produktu (831 bp) špecifického pre druh B. longum. Amplifikovaná 
DNA bola izolovaná z kmeňa Bifidobacterium longum ATCC 15707 . Amplifikácia prebehla 












Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 negatívna kontrola 
2 pozitívna kontrola 
3 štandard 100 bp 
4 10 ng ++++ 
5 1 ng +++ 
6 100 pg ++ 
7 10 pg + 
8 1 pg – 
9 100 fg – 
10 10 fg – 
(+/–), (+), (++), (+++), (++++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Mnoţstvo DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte viditeľne detekovaný na 1,8% 
agarózovom géle je, 10 pg (beh č. 7). 
 
5.8.7 Druhovo špecifická PCR pre druh Bifidobacterium bifidum s primermi BiBIF-1 
a BiBIF-2 
Na druhovo špecifickú PCR pre druh Bifidobacterium bifidum boli pouţité primery 
 BiBIF-1 a BiBIF-2 (viď Materiál a metódy). Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA 
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izolovanej magnetickým nosičom z doplnkov stravy. Na 1,8% agarózovom géle boli 
detekované špecifické PCR produkty s veľkosťou  278 bp. Ako pozitívna kontrola bol poţitý 
kmeň Bifidobacterium bifidum CCM 3762 Výsledky sú uvedené na obr. 38. 
 
Obr. 38: Detekcia PCR produktu (278 bp). Amplifikovaná DNA bola izolovaná z doplnkov 
stravy pomocou magnetického nosiča. Amplifikácia prebehla použitím primerov BiBIF-1 a 
BiBIF-2, ktoré sú špecifické pre druh Bifidobacterium bifidum 
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 24,38 + 
4 BIOPRON 44,70 – 
5 – – – 
6 – – – 
7 negatívna kontrola – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 




5.8.7.1 Citlivosť PCR špecifickej pre druh Bifidobacterium bifidum s primermi BiBIF-1 
a BiBIF-2 
Purifikovaná DNA (Bifidobacterium bifidum CCM 3762) bola nariedená TE pufrom aţ na 
koncentráciu 1 fg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR špecifickej pre druh Bifidobacterium 
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bifidum, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné pomocou PCR a je 
ešte vizuálne detekovateľné na géle. Výsledok je uvedený na obr. 39. 
 
Obr. 39: Detekcia PCR produktu (278 bp). Amplifikovaná DNA bola izolovaná z kmeňa 
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 metódou fenolovej extrakcie. Amplifikácia prebehla 
použitím primerov BiBIF-1 a BiBIF-2, ktoré sú špecifické pre druh Bifidobacterium bifidum. 
 
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 10 ng +++ 
3 1 ng ++ 
4 100 pg + 
5 10 pg – 
6 1 pg – 
7 100 fg – 
8 10 fg – 
9 1 fg – 
10 negatívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Mnoţstvo DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte viditeľne detekovaný na 1,8% 




5.8.8 Druhovo špecifická PCR pre druh Bifidobacterium infantis s primermi BiINF-1 
a BiINF-2 
Na druhovo špecifickú PCR pre druh Bifidobacterium infantis boli pouţité primery BiINF-
1 a BiINF-2 (viď Materiál a metódy). Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA. Na 1,8% 
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agarózovom géle boli detekované špecifické PCR produkty s veľkosťou  828 bp. Pozitívna 
kontrola: Bifidobacterium infantis ATCC 17930. Výsledky zobrazuje obr. 40. 
 
Obr. 40: Detekcia PCR produktu (828 bp) špecifického pre druh B. infantis. Amplifikovaná 
DNA bola izolovaná z doplnkov stravy pomocou magnetického nosiča. Amplifikácia prebehla 
použitím primerov BiINF-1 a BiINF-2 
 
 
Beh Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 FORTE 16,50 – 
4 – – – 
5 – – – 
6 negatívna kontrola – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný  
 
 Špecifický PCR produkt s veľkosťou 828 bp bol detekovaný len v pozitívnej kontrole. 
 
5.8.8.1 Citlivosť PCR špecifickej pre druh Bifidobacterium infantis s primermi BiINF-1 
a BiINF-2 
Purifikovaná DNA (Bifidobacterium infantis ATCC 17930) bola nariedená TE pufrom aţ 
na koncentráciu 10 fg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR špecifickej pre druh Bifidobacterium 
infantis, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifikovateľné pomocou PCR a je 




Obr. 41: Detekcia PCR produktov (828 bp) špecifických pre druh B.infantis. DNA izolovaná 




Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 10 ng +++ 
2 1 ng +++ 
3 100 pg ++ 
4 10 pg + 
5 1 pg – 
6 100 fg – 
7 10 fg – 
8 pozitívna kontrola 
9 negatívna kontrola 
10 štandard 100 bp 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Minimalne mnoţstvo DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte viditeľne 
detekovaný na 1,8% agarózovom géle je 10 pg (beh č. 4). 
 
 
5.8.9 Druhovo špecifická PCR pre druh Streptococcus thermophilus s primermi 
S.Therm1 a S.Therm2 
Na druhovo špecifickú PCR pre druh Streptococcu thermophilus boli pouţité primery S. 
Therm1 a S. Therm2 (viď Materiál a metódy). Do PCR zmesi boli pouţité 3 µl DNA. 
Pozitívna kontrola: Streptococcus thermophilus CCM 4757. V negatívnej kontrole bola DNA 
matrica nahradená PCR vodou. Na 1,8% agarózovom géle boli detekované špecifické PCR 
produkty s veľkosťou 968 bp. Výsledky sú na obr. 42. 
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Obr. 42: Detekcia PCR produktu (968 bp) špecifického pre druh Streptococcus thetmophilus 
pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. Amplifikovaná bola DNA izolovaná z doplnkov 




Vzorka Mnoţstvo DNA v PCR zmesi (ng) Intenzita PCR produktu 
1 DNA štandard 100 bp 
2 pozitívna kontrola 30,00 +++ 
3 APO 24,38 – 
4 SWISS 18,00 – 
5 BIOPRON 44,70 ++ 
6 FORTE 16,50 – 
7 – – – 
8 – – – 
9 negatívna kontrola – – 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Špecifický PCR produkt (968 bp) bol detekovaný v behu č. 5 (DNA izolovaná 
z výrobku Biopron) a v pozitívnej kontrole. 
  
5.8.9.1 Citlivosť PCR špecifickej pre druh Streptococcus thermophilus 
Purifikovaná DNA (Streptococcus thermophilus CCM 4757) bola nariedená TE pufrom aţ 
na koncentráciu 10 fg/µl. Bola stanovená citlivosť PCR špecifickej pre druh Streptococcus 
thermophilus, to znamená najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré je amplifiovateľné pomocou PCR 
a je ešte vizuálne detekovateľné na géle. Výsledky sú uvedené na obr. 43. 
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Obr. 43: Detekcia PCR produktov (968 bp) špecifických pre druh Streptococcus 
thermophilus. DNA bola izolovaná z kmeňa Streptococcus thermophilus CCM 4757 fenolovou 
extrakciou. Na amplifikáciu boli použité primery S.Therm1 a S.Therm2 
 
 
Beh Mnoţstvo DNA v PCR zmesi Intenzita PCR produktu 
1 štandard 100 bp 
2 – 
3 10 ng ++++ 
4 1 ng +++ 
5 100 pg +++ 
6 10 pg +++ 
7 1 pg ++ 
8 100 fg + 
9 10 fg + 
10 1 fg – 
11 negatívna kontrola 
12 pozitívna kontrola 
(+/–), (+), (++), (+++) PCR produkt detekovaný (rôzna intenzita) 
(–) PCR produkt nedetekovaný 
 
 Najniţšie mnoţstvo DNA, ktoré dáva PCR produkt, a ten je ešte viditeľne detekovaný 
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5.9 Zhrnutie výsledkov PCR 
Polymerázové reťazové réakcie preukázali prítomnosť niektorých bakteriálnych druhov 
v doplnkoch stravy. Výsledky sú zaznamenané v tab. 26. 
 
 
Tab. 26: Preukázané zloženie doplnkov stravy pomocou druhovo špecifických PCR 
 BIOPRON APO SWISS FORTE 
Doména Bacteria + + + + 
Rod Lactobacillus + + + + 
Rod Bifidobacterium + + + + 
Lactobacillus 
rhamnosus 
+ + + + 
Lactobacillus 
casei/paracasei 
+ + + + 
Lactobacillus 
acidophilus 
– – – + 
Lactobacillus 
plantarum 
– – – – 
Lactobacillus 
fermentum 
– – – – 
Bifidobacterium 
longum 
+ + + – 
Bifidobacterium 
bifidum 
+ – – – 
Bifidobacterium 
infantis 
– – – – 
Streptococcus 
thermophilus 
+ – – – 
(+) ...... obsahuje 
(–) ...... neobsahuje 
 
 Druhovo špecifické PCR preukázali vo výroboku Biopron nasledujúce druhy: 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei/paracasei, Bifidobacterium longum, 
Bifidobacterium bifidum a Streptococcus thermophilus. 
 Vo výrobku APO boli druhovo špecifickými PCR preukázané nasledujúce druhy: 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei/paracasei, Bifidobacterium longum. 
 Vo výrobku Swiss boli preukázané druhovo špecifickými PCR nasledujúce druhy: 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei/paracasei, Bifidobacterium longum. 
 Druhovo špecifické PCR preukázali vo výrobku Forte nasledujúce druhy: 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei/paracasei a Lactobacillus acidophilus. 
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5.10 Porovnanie deklarovanej prítomnosti baktérií v doplnkoch stravy 
s prítomnosťou preukázanou v PCR 
Preukázané zloţenie doplnkov stravy pomocou druhovo špecifických PCR a deklarované 




Tab. 27: Deklarované zloženie doplnkov stravy výrobcami a preukázané zloženie pomocou 
PCR 
 
BIOPRON APO SWISS FORTE 
DZ PZ DZ PZ DZ PZ DZ PZ 
Doména Bacteria + + + + + + + + 
Rod Lactobacillus + + + + + + + + 
Rod Bifidobacterium + + + + + + + + 
Lactobacillus 
rhamnosus 
+ + + + + + + + 
Lactobacillus 
casei/paracasei 
+ + + + + + + + 
Lactobacillus 
acidophilus 
+ – + – + – + + 
Lactobacillus 
plantarum 
+ – + – – – + – 
Lactobacillus 
fermentum 
– – + – – – – – 
Bifidobacterium 
longum 
+ + + + + + + – 
Bifidobacterium 
bifidum 
+ + + – – – – – 
Bifidobacterium 
infantis 
– – – – – – + – 
Streptococcus 
thermophilus 
+ + + – – – + – 
DZ = deklarované zloţenie 
PZ = preukázané zloţenie 
 
 PCR s primermi špecifickými na doménu Bacteria a rodovo špecifické PCR pre rod 
Lactobacillus a Bifidobacterium preukázali prítomnosť tejto domény aj rodov 
v doplnkoch stravy, je to zhodné s deklarovaným zloţením. Druhové zastúpenie sa 
však líši. 
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6 DISKUSIA 
6.1 Vzorky kontrolných bakteriálnych kmeňov, overenie ich čistoty, izolácia 
DNA vhodnej pre PCR a amplifikácia v PCR 
Baktreriálne kmene Lactobacillus gasseri K7, Lactobacillus casei LOCK 0908, 
Lactobacillus casei LOCK 0900, Lactobacillus paracasei LOCK  0191 a z nich izolovaná 
DNA metódou fenolovej extrakcie boli pouţité ako kontrola pri práci s DNA izolovanou 
z doplnkov stravy. Bakteriálne kmene boli kultivované aeróbne. Po kultivácii pri teplote 37°C 
(24 hodín) bol pozorovaný nárast jednotlivých kolónii. Kolónie mali rovnaký tvar, boli bielej 
farby, mali rovnomerný okraj a hladký povrch. Nebola pozorovaná ţiadna kontaminácia. 
Čistota kultúr bola potvrdená. 
DNA z kontrolných kmeňov bola izolovaná metódou fenolovej extrakcie s následným 
prezráţaním etanolom. Gélovou elektroforézou bolo zistené, ţe vyizolovaná DNA bola rôznej 
kvality a čiastočne degradovaná. Spektrofotometrickým meraním sa zistilo, ţe absorbancie 
namerané pri 230 nm sú menšie ako absorbancie namerané pri 260 nm, to znamená, ţe vzorky 
neboli kontaminované fenolom. Pomery A260/A280 sa pohybujú tesne nad hodnotou 2,00, 
vzorky obsahovali aj RNA. Degradovaná DNA sa nemusí amplifikovať v PCR, rovnako DNA 
obsahujúca PCR inhibítory, čo spôsobuje falošne negatívne výsledky [47]. Bolo potrebné 
overiť amplifikovateľnosť izolovanej DNA pomocou PCR s primermi na doménu Bacteria. 
Pred pouţitím do PCR, bola izolovaná DNA nariedená na koncentráciu vhodnú pre PCR: 10 
ng/µl. 
 
6.1.1 Amplifikácia DNA 
Na overenie amplifikovateľnosti izolovanej DNA boli pouţité primery špecifické 
na doménu Bacteria [41]. Pomocou agarózovej gélovej elektroforézy boli detekované 
u kaţdej vzorky intenzívne PCR produkty s veľkosťou 466 bp. Bolo potvrdené, ţe DNA 
všetkých vzoriek je amplifikovateľná a všetky vzorky moţeme zaradit do domény Bacteria. 
Na rodové zaradenie izolovanej DNA bola pouţitá PCR s primermi LbLMA1-rev a R16-1 
špecifickými pre rod Lactobacillus [42]. Ako uvádzajú autori, bol v kaţdej vzorke detekovaný 
špecifický PCR produkt s veľkosťou 250 bp. Všetky vzorky patria do rodu Lactobacillus. 
Tieto výsledky sú v súlade s predpokladanými výsledkami. 
 
6.2 Izolácia DNA z doplnkov stravy a identifikácia ich mikrobiálneho zloţenia 
Na izoláciu DNA z vybraných doplnkov stravy boli pouţité dve metódy: metóda fenolovej 
extrakcie a izolácia pomocou magnetického nosiča. Bolo potrebné izolovať DNA v kvalite 
vhodnej pre PCR. Pri identifikácii baktérii v reálnych vzorkách je veľká pravdepodobnosť 
vzniku falošne negatívnych výsledkov. Je to spôsobené prítomnosťou extracelulárnych alebo 
intracelulárnych inhibítorov organickej alebo anorganickej povahy [47, 48]. Prítomnosť 
inhibítorov v lyzátoch buniek obmedzuje účinnosť DNA amplifikácie [49]. Na druhej strane, 
PCR je veľmi citlivá metóda a kontaminácia exogénnou DNA môţe spôsobiť falošne 
pozitívne výsledky [31]. 
Veľký vplyv na PCR má aj kvalita a kvantita izolovanej DNA [49]. 
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6.2.1 Príprava hrubých lyzátov buniek 
Pred samotnou izoláciou DNA boli pripravené hrubé lyzáty buniek. Pomocou lyzozýmu sa 
narušili steny baktériálnych buniek a detergent SDS odstránil molekuly lipidov a spôsobil 
ďalšie narušenie bunkových membrán. Tým sa docielilo uvoľnenie bunkového obsahu [33]. 
 
6.2.2 Metóda fenolovej extrakcie 
Medzi klasické postupy izolácie DNA patrí metóda fenolovej extrakcie [50]. Metóda je 
pracná a zdĺhavá a pouţívajú sa pri nej toxické rozpúšťadlá [31]. Na vybrané doplnky stravy 
v tejto práci, však metóda fenolovej extrakcie nebola aplikovateľná. Po pridaní fenolu 
k hrubému lyzátu buniek, premiešaní a centrifugácii nevznikla vodná fáza s DNA. Postup bol 
opakovaný trikrát. K fenolu bol pridaný TE pufor a po premiešaní a centrifugácii bol takto 
pripravený fenol opatrne odpipetovaný a pouţitý pre izoláciu DNA. Výsledok sa nezlepšil ani 
po priamom pridaní TE pufu k zmesi fenol-hrubý lyzát buniek. Izolácia DNA z komplexnej 
matrice pomocou metódy fenolovej extrakcie si vyţaduje dôkladnú optimalizáciu.  
 
6.2.3 Izolácia DNA pouţitím magnetického nosiča 
Vyuţitie magnetického nosiča, ktorý ma superparamagnetické vlastnosti (prejavuje 
magnetické vlastnosti len v prítomnosti vonkajšieho magnetického poľa) bolo pri izolácii 
DNA z doplnkov stravy v tejto práci úspešné. Pouţitý bol magnetický nosič P(HEMA-co-
GMA), pokrytý karboxylovými skupinami, v prítomnosti PEG 6000 (16%) a NaCl (2 M) 
(konečné koncentrácie) [39]. DNA bola reverzibilne adsorbovaná na povrch magnetického 
nosiča.  Po premytí nečistôt obsiahnutých v hrubých lyzátoch buniek, bola DNA z nosiča 
eluovaná do TE pufru. Týmto sa čiastočne obmedzila kontaminácia inhibítormi 
a pravdepodobnosť vzniku falošne negatívnych výsledkov sa zníţila. 
 
6.2.4 Optimalizácia mnoţstva lyzozýmu na prípravu hrubých lyzátov buniek 
Pri príprave hrubých lyzátov buniek z doplnku stravy Forte bolo pouţitých 6, 9, 10, 15, 20, 
25 mg/ml lyzozýmu. Lyzozým je enzým, ktorý sa nachádza vo vaječnom bielku, slzách, 
slinách a ostatných sekrétoch. Má antibiotické účinky. Katalyzuje štiepenie 
polysacharidových reťazcov v bunkových stenách baktérii [33, 32]. Väčšie mnoţstvo 
lyzozýmu môţe spôsobiť lepšiu lýzu buniek, a tým pádom väčšie mnoţstvo izolovanej DNA. 
Po izolácii a prečistení DNA z hrubých lyzátov buniek, pripravených pomocou rôzneho 
mnoţstva lyzozýmu, sa spektrofotometricky zmerala koncentrácia. Z objemu eluátu 
a nameranej koncentrácie bolo vypočítané mnoţstvo DNA. Bol pozorovaný vplyv lyzozýmu 
na mnoţstvo izolovanej DNA. V Tab. 24 je vidieť, ţe najväčšie mnoţstvo DNA bolo 
vo vzorke, kde sa na prípravu hrubého lyzátu buniek pouţilo 25 mg/ml lyzozýmu. Mnoţstvo 
izolovanej DNA predstavovalo 862,5 ng. Vo všetkých vzorkách však bolo získané dostatočné 
mnoţstvo DNA pre PCR. 
Po amplifikácii DNA pomocou primerov špecifických na doménu Bacteria [41] 
a primerov špecifických pre rod Lactobacillus [42] sa zistilo, ţe vizuálne najsilnejšie PCR 
produkty dáva vzorka, kde bolo na prípravu hrubého lyzátu buniek pouţitých 10 mg/ml 
lyzozýmu. Z toho dôvodu sa na prípravu hrubých lyzátov buniek zo zvyšných doplnkov 
stravy pouţilo 10 mg/ml lyzozýmu. 
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6.3 Amplifikácia izolovanej DNA z doplnkov stravy 
PCR špecifickou pre doménu Bacteria [41] sa overila amplifikovateľnosť izolovanej DNA 
z tabliet. 
Spektrofotometricky namerané koncentrácie DNA izolovanej z doplnkov stravy pomocou 
magnetického nosiča sa pohybovali v rozmedzí od 5 do 15 ng/µl. Mnoţstvá izolovanej DNA 
z výrobkov, ktoré sa pouţili do PCR boli od 5,5 do 14,9 ng. Tieto mnoţstvá sa ukázali ako 
dostačujúce a v kaţdej vzorke sa amplifikoval PCR produkt dostačujúcej intenzity 
s veľkosťou 466 bp, ako popisovali autori citovaného článku. Nepreukázala sa prítomnosť 
inhibítorov PCR vo vzorkách. 
Amplifikácia izolovanej DNA pomocou primerov špecifických pre rod Lactobacillus bola 
uskutočnená podľa Dubernetovej [42] a Haarmanovej [41]. V oboch prípadoch sa 
amplifikovali PCR produkty. Pri pouţití primerov podľa Haarmanovej [41], vznikli PCR 
produkty vyššej intenzity. Do oboch postupov bolo pouţité rovnaké mnoţstvo DNA matrice.  
Najmenšie mnoţstvo DNA po amplifikácii ešte viditeľne detekovateľné pomocou 
agarózovej gélovej elektroforézy bolo v oboch prípadoch 10 pg na PCR zmes. 
PCR so špecifickými primermi pre rod Bifidobacterium [43] preukázala prítomnosť tohto 
rodu vo všetkých vybraných doplnkoch stravy. Mnoţstvo DNA pouţité do PCR sa 
pohybovalo od cca 16 do 45 ng. V kaţdom výrobku bola preukázaná DNA baktérií rodu 
Bifidobacterium. Citlivosť tejto PCR ukázala, ţe najmenšie viditeľné mnoţstvo DNA matrice 
na agarózovom géle je 10 pg. Toto mnoţstvo odpovedá asi 103 buniek na PCR zmes. 
V tejto práci boli porovnané deklarované zloţenia výrobcami vybraných doplnkov stravy 
s preukázaným zloţením pomocou druhovo špecifických PCR. Boli vykonané tieto druhovo 
špecifické PCR: PCR pre druh Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, pre skupinu Lactobacillus 
casei/paracasei, pre druh Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum, 
Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium infantis. Uskutočnené boli PCR na dôkaz DNA 
tých druhov, ktorých prítomnosť bola vo vo výrobku deklarovaná výrobcom. V kapitole 
Výsledky, Tab. 26 zobrazuje výsledky druhovo špecifických PCR a  Tab. 27 porovnáva 
preukázané a deklarované zloţenie. 
Druhovo špecifickou PCR neboli niektoré deklarované druhy preukázané. Mohlo to byť 
spôsobené prítomnosťou inhibítorov [47], ktoré sa nepodarilo ani pri izolácii DNA pomocou 
magnetického nosiča dostatočne odstrániť. Pravdepodobnejšie je však vysvetlenie, ţe 
izoláciou magnetickým nosičom sa separovalo veľmi malé mnoţstvo DNA aj v dôsledku 
strát. Na PCR pre doménu Bacteria a rodovo špecifickú PCR boli mnoţstvá dostačujúce. 
Bakteriálne zloţenie výrobkov sa skladá z viacerých druhov. V 1 g výrobku majú niektoré 
druhy zastúpenie len 2%. Z toho vyplýva, ţe mnoţstvo DNA niektorých bakteriálnych druhov 
bolo na hranici detekovateľnosti. 
Experimenty na dôkaz bakteriálnych druhov v doplnkoch stravy pomocou druhovo 
špecifických PCR je potreba optimalizovať. 
V súčasnosti je na trhu dostupné mnoţstvo doplnkov stravy a ako tvrdia Marteau a Seksik 
[8] vo svojom článku, je potrebné odhaliť doplnky, ktorých kvalita nedosahuje poţadovanú 




Práca bola zameraná na identifikáciu probiotických baktérií v 4 doplnkoch stravy, 
konkrétne APO, Forte, Biopron a Swiss. Cieľom bola identifikácia probiotických kmeňov 
mliečneho kvasenia a bifidobaktérií a ich porovnanie s mikrobiálnym zloţením deklarovaným 
výrobcom. Ako identifikačná metóda bola zvolená polymerázová reťazová reakcia (PCR). 
Vzhľadom k predpokladanej prítomnosti látok ktoré môţu inhibovať priebeh PCR, bol 
optimalizovaný proces izolácie DNA z komplexnej matrice s cieľom získať DNA v kvalite 
vhodnej pre PCR. K tomuto účelu bola pouţitá reverzibilná adsopcia DNA v prostredí 
chloridu sodného a PEG 6000 na povrch hydrofilného neporézneho magnetického nosiča 
P(HEMA-co-GMA) pokrytého karboxylovými skupinami. Pre izoláciu DNA z doplnkov 
stravy neboli uvedené častice doteraz pouţité. Overenie amplifikácie izolovanej DNA 
prebehlo pouţitím PCR špecifickej na doménu Bacteria. Intaktnosť izolovanej DNA bola 
otestovaná pomocou agarózovej gélovej elektroforézy. Koncentrácia DNA bola stanovená 
spektrofotometricky. 
DNA bola ďalej analyzovaná pomocou PCR s primermi špecifickými pre rod 
Lactobacillus a Bifidobacterium a bola preukázaná prítomnosť baktérii oboch rodov. 
Na finálnu identifikáciu boli pouţité druhovo špecifické primery. Jednalo sa o nasledujúce 
primery pre druhy Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
plantarum, Lactobacillus fermentum, pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei, pre druh 
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum 
a Bifidobacterium infantis. 
Pomocou PCR s druhovo špecifickými primermi sa podarilo preukázať len niektoré 
deklarované bakteriálne druhy. Nebola dosiahnutá 100% zhoda medzi deklarovaným 
a preukázaným zloţením. 
 Záverom je moţné konštatovať, ţe experimentálne podmienky pre identifikáciu a dôkaz 
bakteriálnych druhov v doplnkoch stravy pomocou druhovo špecifických polymerázových 
reťazových reakcií je potreba ďalej optimalizovať. Bude taktieţ vhodné rozšíriť spektrum 
analyzovaných materiálov. 
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9 ZOZNAM POUŢITÝCH SKRATIEK 
ATCC American Type Culture collection 
bp pár báz 






MRS Mann, Rogosa, Sharpe (MRS médium) 
P(HEMA-co-EDMA) (2-hydroxyetyl metakrylát-co-etylen dimetakrylát) 
P(HEMA-co-GMA) poly(2-hydroxyetyl metakrylát-co-glycidyl metakrylát) 
P(GMA)   poly(glycidyl metakrylát) 




Výsledky práce boli prezentované formou posteru na vedeckej konferencii XIV. Setkání 
biochemiků a molekulárních biologů (20.-21. 4. 2010), Brno  
 
 
